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Zusammenfassung 
Die vorliegende Arbeit beschreibt die Etablierung eines präparativen Herstellungspro-
zesses für ein PEGyliertes, humanisiertes Antikörperfragment (scFv) welches gegen den 
epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor gerichtet ist.  
Dies beinhaltet die Optimierung der prokaryotischen Expression in Escherichia coli 
BL21 DE3 rha- mittels Hochzelldichtekultivierung. Durch Zugabe von Rhamnose er-
folgt die Transkription des Zielproteingenes durch Aktivierung des rhaBAD Promotors. 
Um eine korrekte Faltung und Ausbildung der Disulfidbrücken im Zielprotein zu ge-
währleisten wird direkt nach der Translation mit Hilfe des pelB-Signalpeptides der Pro-
teintransfer in den periplasmatischen Raum veranlasst. Durch Identifikation der optima-
len Bedingungen war es möglich die spezifische Produktbildungsrate signifikant zu er-
höhen und somit die volumetrische Ausbeute bis auf 0,73 g/L zu steigern.  
Das scFv, welches zum Zeitpunkt der Ernte in gelöster Form im Periplasma vorlag, 
konnte durch einen optimierten Extraktionsschritt vom Großteil der Wirtzellkomponen-
ten getrennt werden. Hierfür wurde ein kombiniertes Verfahren entwickelt, welches ei-
nen Einfrier- und Auftauschritt mit einem osmotischen Schock und anschließender sau-
rer Ausfällung von Wirtzellproteinen kombiniert. Dadurch konnten zwei Drittel des 
produzierten scFv-hu225 mit einer Reinheit von etwa 20 % für den nachfolgenden Rei-
nigungsprozess bereitgestellt werden.  
Die weitere Reinigung des scFv bis hin zur pharmakologischen Qualität erfolgte, ohne 
Inkludierung von Diafiltrationsschritten, durch eine Kaskade von drei bis vier aufeinan-
derfolgenden Chromatographieschritten. Als innovativ gilt hierbei die Verwendung ei-
ner Mixed-Mode-Chromatographie als gleichzeitige Capturing- und Entsalzungsmetho-
de. Dadurch konnte direkt im Anschluss eine Anionenaustauscher-Chromatographie zur 
Bindung von Endotoxinen und Nukleinsäuren zur Anwendung gebracht werden. Zur 
Verringerung des Wirtzellproteinanteiles wurde im Anschluss in orthogonaler Funkti-
onsweise ein Kationenaustauscher verwendet. Als optionalen Schritt wurde eine Hydro-
xylapatit-Chromatographie in negativer Funktionsweise entwickelt. Da der gesamte 
Reinigungsprozess auch im scale-up möglichst ökonomisch und unter GMP umsetzbar 
sein sollte, wurde er so entwickelt, dass dieser innerhalb eines Tages durchgeführt wer-
den konnte. Es wurde dabei eine Reinheit von über 99 % erreicht. Die volumetrische 
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Ausbeute an scFv-hu225 lag mit einer Wiederfindung von über 50 % bei 0,38 g pro Li-
ter Fermentation. 
Um die pharmazeutische Halbwertszeit des gereinigten Wirkstoffes zu verlängern wur-
de das Molekulargewicht, mittels der Kopplung von Polyethylenglycol (PEGylierung), 
erhöht. Die Reaktion erfolgte in diesem Fall ungerichtet durch Aldehyd-Chemie an pri-
märe Amine. Im Rahmen dieser Arbeit wurden eine 5 kDa mit einer 30 kDa PEGylie-
rung bezüglich der Prozessführung und dem in vivo Verhalten miteinander verglichen, 
wobei der Fokus auf einem mono-PEGylierten Produkt lag. Es stellte sich heraus, dass 
mit zunehmendem PEGylierungsgrad eine Trennung von mono-PEGylierten Zielprotein 
schwieriger und unwirtschaftlicher wird. Die Pharmakokinetik konnte nachweislich nur 
mit der 30 kDa PEGylierung signifikant erhöht werden.  
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Abstract 
The current work describes the development of a preparative process to produce a 
PEGylated, pharmaceutical relevant, humanized antibody fragment (scFv), which is 
directed against the epidermal growth factor receptor.  
It contains an optimization of the prokaryotic expression in Escherichia coli 
BL21 DE3 rha- using high cell density cultivation. The transcription of the target pro-
tein was induced by addition of L-Rhamnose, which activated the rhaBAD promotor. 
To ensure the correct folding and formation of disulfide bond of the target Protein-A 
secretion into the periplasmic space was caused by the pelB signal peptide, direct after 
translation. By identification of the optimal conditions the specific production rate could 
be significantly increased and thus the volumetric yield reached values up to 0.73 g/L. 
The scFv, localized inside the periplasmic space, could be separated from most of the 
host cell compartments by using an optimized extraction step. Therefore, a combined 
procedure was developed, which used a freeze/thaw step together with osmotic shock 
followed by a host cell protein precipitation. Thereby, two-thirds of the produced scFv-
hu225 could be provided for subsequent purification with a purity of approximately 
20 %.  
The further purification of the scFv up to pharmaceutical quality could be performed by 
a cascade of three to four serial chromatography steps, without any diafiltration steps. 
The application of a mixed mode chromatography as concurrent capturing and desalting 
method can be considered as innovative. In this way, the direct utilization of an anion 
exchange chromatography for adsorption of endotoxin and nucleic acid could be ena-
bled. For further reduction of host cell protein impurities an orthogonal cation exchange 
chromatography was directly aligned afterwards. As optional additional step a ceramic 
hydroxyapatite-based chromatography step could be added in negative mode. Since, the 
whole downstream process was developed under economical aspect for the scale-up 
which is also realizable under cGMP, it can be executed within one day. Thereby, a pu-
rity over 99 % was achieved. The total recovery of scFv-hu225 reached with of 0.38 g 
per liter fermentation values of over 50 %.  
To increase the pharmaceutical half-life of the purified agent the molecular weight was 
increased by chemical coupling of polyethylene glycol. The reaction itself was undi-
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rected toward primary amines and based on aldehyde chemistry. During this work, the 
5 kDa was compared with 30 kDa PEGylation in terms of reaction- and separation-
processes as well as in-vivo behavior, with the focus being on the mono-PEGylated 
product. It turns out that with increasing degree of PEGylation the separation of mono-
PEGylated target protein becomes more difficult and highly uneconomic. It was proven 
that the pharmacokinetic could only significantly increased with the 30 kDa PEGylated 
scFv-hu225.  
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1 Einleitung und Grundlagen 
1.1 Antikörper 
Seit der Entdeckung der Antikörper als neutralisierender Bestandteil des Immunsystems 
durch Emil von Behring und Kitasato Shibasaburō vor über 120 Jahren erhalten Anti-
körper - vor allem in den letzten Jahrzehnten - als Medikamente einen immer höheren 
Stellenwert in der Medizin (Reichert et al. 2005). Antikörper (auch Immunglobuline 
genannt) stellen in der Pharmaindustrie gegenwärtig die am schnellsten wachsende 
Klasse von Wirkstoffen dar (Carter 2006; Spadiut et al. 2014).  
Antikörperseren werden für die Serumtherapie schon seit Langem in der Medizin er-
folgreich eingesetzt um Fremdstoffe (wie Gifte, Toxine, Viren und Bakterien) zu neut-
ralisieren (von Behring & Kitasato 1890). Bei dieser sogenannten passiven Immunisie-
rung (Postexpositionsprophylaxe) werden Blutseren von immunisierten Organismen 
(meist Tiere) auf den Patienten übertragen. Dabei wird die erworbene Immunität in 
Form von Antikörpern übertragen und genutzt, um die pathogenen Fremdstoffe mög-
lichst schnell im Patienten zu neutralisieren. Aufgrund dieser Entdeckung wurde im 
Jahr 1901 Emil von Behring durch den ersten Medizinnobelpreis geehrt. Leider konnte 
diese Therapie sehr oft nur einmalig durchgeführt werden, da das Immunsystem des 
Patienten die tierischen Antikörper schnell als fremd identifiziert und lernte es ihrerseits 
zu neutralisieren.  
Aufgrund der einzigartigen Eigenschaft sehr selektiv und spezifisch an bestimmte Ober-
flächenstrukturen (Antigene) zu binden, stellen Antikörper die vielseitigste Klasse aller 
bekannten Proteine dar. Sie werden von den B-Lymphozyten produziert und sind Teil 
der humoralen, adaptiven (angepassten) Immunantwort. Beim gesunden Menschen liegt 
der Anteil der Immunglobuline bei etwa 17 % aller Proteine im Blutserum. Antikörper 
stellen einen wesentlichen Bestandteil des Immunsystems von Wirbeltieren dar und 
spielen eine Schlüsselrolle bei der adaptiven Immunantwort dieser Organismen. Anti-
körper erkennen und binden spezifisch an körperfremde Substanzen und markieren die-
se für weitere Teile des humoralen Immunsystems (z.B. für Makrophagen). Im Men-
schen existieren fünf Klassen (auch Isotypen genannt) von Antikörpern: IgA, IgD, IgE, 
IgG und IgM, wobei jeder Klasse besondere Aufgaben übernimmt. Der mit ca. 80 % am 
häufigsten vertretene und gleichzeitig wichtigste Isotyp ist das IgG. Es besitzt mit ca. 
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drei Wochen die längste biologische Halbwertszeit und aufgrund eines gesteuerten Rei-
fungsprozesses die höchste Affinität und Selektivität zum jeweiligen Antigen (Murphy 
et al. 2002). 
Die Wichtigkeit von Antikörpern wurde durch die Vergabe weiterer Medizinnobelpreise 
unterstrichen. Zum Beispiel herhielten G.M. Edelman und R.R. Porter im Jahr 1972 
diese Auszeichnung (Edelman 1973) für ihre Arbeit bezüglich der Strukturaufklärung. 
Sie fanden heraus, dass Antikörper aus jeweils zwei identischen leichten und schweren 
Aminosäureketten bestehen und dabei eine Y-artige Tertiärstruktur bilden (vgl. Abbild-
ung 1-1 A und D). Das Molekulargewicht von IgG1 beträgt etwa 150 kDa und besteht 
aus 12 Domänen wobei acht als konstant und vier als variabel angesehen werden kön-
nen. Die variablen Domänen besitzen hypervariable Bereiche (Schleifen) welche für die 
eigentliche Antigenbindung und für die extrem hohe Diversität verantwortlich sind. Je-
de Domäne ist prinzipiell ähnlich aufgebaut und besitzt eine fassartige β-Faltblatt Struk-
tur mit interner Disulfidbindung zur Stabilisierung der globulären Struktur. Die schwe-
ren und leichten Ketten sind untereinander ebenfalls über Disulfidbrücken kovalent mit-
einander verbunden. Zusätzlich stabilisieren starke hydrophobe Wechselwirkungen 
zwischen den einzelnen Domänen die Gesamtstruktur. Die beiden antigenbindenden 
Arme der Y-artigen Antikörperstruktur sind dabei beweglich - über eine Hinge-Region - 
miteinander verbunden und somit in der Lage erkannte Fremdstoffe miteinander zu ver-
binden. Diese Kenntnisse über die Struktur revolutionierten das Verständnis bezüglich 
der Funktionsweise der Antikörper sowie des Immunsystems und legten den Grundstein 
für die moderne Immunologie (Ramos-Bello & Llorente 2009). Ein weiterer Meilen-
stein, welcher ebenfalls mit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurde, stellte die von 
Milstein & Köhler (1975) entwickelte Fusion von Antikörper produzierenden B-
Lymphozyten mit Krebszellen dar. Durch diese so genannten Hybridomzellen konnten 
erstmals größere Mengen an rekombinanten monoklonalen Antikörpern biotechnolo-
gisch hergestellt werden. Anfangs erwies sich auch hierbei eine längere Therapie mit 
monoklonalen Antikörpern als schwierig, da die ersten monoklonalen Antikörper von 
der Maus (bzw. aus dessen Hybridomzellen) stammten und somit im menschlichen Or-
ganismus als Antigen wirken konnten. Dies erschwerte eine therapeutische Behandlung 
über längere Zeiträume. Wesentliche Fortschritte konnten somit erst in den letzten Jahr-
zehnten gemacht werden. Mit den Fortschritten der Genetik ist es immer besser gelun-
gen die monoklonalen Antikörper zu modifizierten um mit dem Immunsystem des Emp-
fängers positiv zu interagieren (Maynard & Georgiou 2000). Dadurch konnten nicht nur 
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die Diagnostik und Analytik profitieren sondern auch die Entwicklung von neuen thera-
peutischen Ansätzen zur Bekämpfung von Krebs und Autoimmunkrankheiten (Elbakri 
et al. 2010; Boder & Jiang 2011). Seit der ersten Zulassung eines therapeutischen mo-
noklonalen Antikörpers im Jahr 1986 wurden mehr als 50 verschiedene Antikörper ge-
gen Krebs in den USA und Europa zugelassen. Bei der gegenwärtigen mittleren Zulas-
sungsrate von 4 bis 6 neuen Produkten pro Jahr sind bis 2020 etwa 80 verschiedene mo-
noklonalen Antikörper mit einem geschätzten weltweiten Umsatz von 125 Milliarden 
Euro realistisch (Weiner et al. 2009; Pillay et al. 2011; Ecker et al. 2015).  
 
 
Abbildung 1-1: Aufbau- und Strukturübersicht von IgG und Antikörperfragmenten 
A) schematische Darstellung der Y-Form von IgG  
B) + C) schematische Darstellung von Antikörperfragmenten  
D) Darstellung der 3D-Stuktur („Space-fill“ Model) eines IgG-Antikörpers und eines E) scFv. 
Abb. modifiziert nach Dübel (2007) 
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1.1.1 Antikörperproduktion 
Zur industriellen Produktion von monoklonalen Antikörpern werden gegenwärtig aus-
schließlich eukaryotische oder humane Zelllinien eingesetzt (Chu & Robinson 2001). 
Dies ist erforderlich da die Glykosylierungsmuster speziesabhängig sind und Produkti-
onssysteme wie z.B. Hefen und Bakterien - welche eine bessere volumenbezogene Pro-
duktivität besitzen und somit ökonomischer wären - bisher noch nicht in der Lage sind 
diese zu kopieren (Chen 2012). Aufgrund der hohen Ähnlichkeiten in den physikoche-
mischen Eigenschaften von humanisierten Antikörpern sind viele pharmazeutische Her-
steller dazu übergegangen einen universal einsetzbaren Plattformprozess zur IgG-
Reinigung anzuwenden. Der typische Aufbau eines solchen Plattformprozesses ist in 
Abbildung 1-2 schematisch dargestellt (Vázquez-Rey & Lang 2011). Nach erfolgter An-
tikörperproduktion wird der Zellkultu-
rüberstand, welcher die produzierten An-
tikörper enthält, physikalisch von den 
Zellen durch Zentrifugation und an-
schließender Tiefenfiltration abgetrennt. 
Anschließend kann der geklärte Kultur-
überstand direkt auf eine Protein-A 
Chromatographie aufgetragen werden. 
Aufgrund der exzellenten Selektivität 
und Affinität zum Fc-Teil werden die 
Antikörper an das Protein-A adsorbiert. 
Dadurch erfolgt eine sehr hohe Reini-
gung und Konzentrierung der Antikörper 
schon beim „Capturing“-Schritt. Hierbei 
werden oft Reinheiten von über 95 % 
erzielt. Aufgrund des geringen pH-
Wertes während der Elution erfolgt 
gleichzeitig eine Virusinaktivierung. Zur 
weiteren Reinigung werden häufig zwei 
zusätzliche Chromatographien verwendet 
um Verunreinigungen (wie Fremdpro-
tein, DNA und Viren) zu reduzieren. 
Sehr häufig ist ein Anionenaustauscher 
 
Abbildung 1-2: Beispiel eines Plattform-
prozesses zur Herstellung von mABs 
UF/DF und Formulierung
Querstrommembranfiltration
Virus Abtrennung
Membranfiltration
2. "Polishing Step" 
negative AEX
1. "Polishing Step" 
CEX CHT HIC
"Capturing Step"
Affinitätschromatographie: Protein-A 
Biomasseabtrennung
Zentrifugation Mikrofiltration
Antikörper Produktion
Zellkultur
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(AEX), welcher oft im Durchflussverfahren betrieben wird, ein fester Bestandteil in 
diesem Plattformprozess. Im Anschluss wird oft ein Kationenaustauscher (CEX) als 
sogenannter „Polishing“-Schritt eingesetzt, wobei dieser durch eine hydrophobe Inter-
aktionschromatographie (HIC) oder von einer keramischen Hydroxylapatit Chromato-
graphie (CHT) ersetzt sein kann. Die verbleibenden Prozessschritte beinhalten eine 
notwendige Virusfiltration sowie die finale Ultra- und Diafiltration zur Formulierung 
des gereinigten Antikörpers. Die Up-Stream-Produktion (USP) von Antikörpern dauert 
etwa 3 bis 4 Wochen wobei die Reinigung oder auch Downstream-Produktion (DSP) 
eines solchen Plattformprozesses etwa 2 bis 3 Tage beansprucht (Aldington & 
Bonnerjea 2007; Gottschalk 2009; Gagnon 2012). Trotz dieser zeitlichen Verteilung 
entfallen etwa 50 bis 80 % der gesamten Herstellungskosten in den DSP was hauptsäch-
lich an den kostenintensiven Affinitätsmaterial liegt (Roque et al. 2004)  
 
Vorteile einer eukaryotischen Produktion: 
• Produkt wird ins Medium sezerniert (kein Zellaufschluss notwendig) 
• teilweise hohe finale Produktkonzentration (3 - 7 g/L) 
• hohe Produktqualität 
• keine Produktbelastung durch Endotoxine 
• durch Plattformprozess relative schnelle Prozessentwicklung 
 
Nachteile einer eukaryotischen Produktion:  
• oft teures Medium erforderlich 
• langer Produktionszeitraum (durch geringe Wachstumsraten und Zelldichten) 
• anspruchsvolle Prozessführung 
• hohe steriltechnische Anforderungen im USP 
• kostenintensives Protein-A Chromatographie Material 
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1.1.2 Cetuximab 
Cetuximab (Handelsname: Erbitux®) ist der erste pharmakologisch zugelassene mono-
kolonale Antikörper vom Typ IgG1 welcher intravenös appliziert wird um gezielt den 
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) zu blockieren (Baselga 2001; Wong 
2005). Dadurch wird das Signalmolekül - der epidermale Wachstumsfaktor (EGF), wel-
ches verantwortlich für die Einleitung der Mitose (Zellteilung) ist, daran gehindert an 
den EGF-Rezeptor zu binden. Dies verhindert, dass die intrinsische Tyrosinkinase des 
Rezeptors das Signal durch Phosphorylierung in das Zellinnere weiterleiten kann. Da 
bei ca. 80 % der Patienten mit Darmkrebs (Kolorektal-Karzinom) der EGFR verstärkt 
auf der Tumorzelloberfläche lokalisiert, kann durch das Hemmen der Signalweiterlei-
tung sowohl das Wandern der Tumorzelle in gesundes Gewebe als auch die Bildung 
von Metastasen vermindert werden. Zusätzlich wird das Tumorwachstum gehemmt und 
die Apoptose (programmierter Zelltod initiiert durch die Chemotherapie) kann leichter 
eingeleitet werden (Moosmann & Heinemann 2007).  
In den USA und in Kanada wird Erbitux® durch das Pharmazieunternehmen „Bristol-
Myers Squibb“ vertrieben. Außerhalb dieser Länder wird der Antikörper durch den 
Pharmakonzern Merck KGaA unter Lizenz hergestellt. Die Therapiebereiche in der On-
kologie wurden im Laufe der Zeit ständig erweitert. Die Zulassung zur Behandlung von 
Patienten mit folgender Diagnose erfolgte bisher (European Medicines Agency (EMA) 
2014): 
• 2004: EGFR-positiven metastasierenden und therapierefraktären kolorektalen 
Karzinomen (Therapie-resistenter, Metastasen-bildender Darmkrebs) 
• 2006: lokal fortgeschrittener Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich 
• 2008: EGFR-exprimierendem, metastasiertem kolorektalen KRAS-Wildtyp-
Karzinom in Kombination mit Chemotherapie 
• Bei rezidivierendem Krebs oder bei metastasierendem Krebs wird Erbitux zu-
sammen mit einer Kombination von platinhaltigen Arzneimitteln (z. B. Cispla-
tin, Carboplatin) gegen Krebs angewendet 
• weiterer Zulassungsanträge, wie zum Beispiel zur Therapie eines nicht-
kleinzelligen und metastasiertem Bronchialkarzinoms, liegen vor  
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Cetuximab ist als chimärer Antikörper zu ca. 70 % human und besitzt somit humane 
konstante Domänen und murine (von der Maus abstammende) variable Domänen. Die-
ser Wirkstoff wird kommerziell mittels der murinen Myeloma Zelllinie Sp2/0 herge-
stellt. Die Verabreichung während der Therapie erfolgt mittels einer Infusionslösung 
(5 mg/ml) einmal wöchentlich über einen Zeitraum von mehreren Monaten. Die Initial-
dosis beträgt 400 mg und die wöchentliche Folgedosis 250 mg Cetuximab pro m2 Kör-
peroberfläche (Merck KGaA 2004) . Dieses Medikament wurde vorrangig im Stadium 
IV von Krebserkrankungen klinisch eingesetzt und war dabei in der Lage die durch-
schnittliche Lebenserwartung der Patienten um einige Monate bis wenige Jahre zu ver-
längern (Tol et al. 2010). 
1.2 Antikörperfragmente 
Durch die Modifikation von Antikörpern konnten neue Bereiche in der Diagnostik und 
der Therapie erschlossen werden. Zu dieser Entwicklung trugen rekombinante Antikör-
perfragmente einen entscheidenden Anteil bei und werden immer populärer. Besonders 
im Bereich der Diagnostik - von in vitro Immunoassays bis hin zur in vivo Tumor- und 
Gerinnsel-Markierung - haben Antikörperfragmente schon seit Längerem einen festen 
Marktanteil (Holliger & Hudson 2005; Strohl 2017). Da Antikörperfragmente kleiner 
als ganze Antikörper sind können diese oft wirtschaftlicher hergestellt werden und ver-
fügen zusätzlich über eine bessere Gewebegängigkeit, was bei einigen medizinischen 
Anwendungen einen Vorteil gegenüber kompletten Antikörpern verschafft (Safdari & 
Ahmadzadeh 2016). Des Weiteren sind Antikörperfragmente einfacher bei genetischen 
Manipulationen zu handhaben was diese flexibel in ihren Einsatzmöglichkeiten macht. 
Deshalb stellen Antikörperfragmente immer häufiger eine Alternative zu den klassi-
schen monoklonalen Antikörpern dar (de Marco 2011; Spadiut et al. 2014).  
Gegenwärtig stellt das single-chain variable Fragment (scFv) ein einfaches und belieb-
tes Format von Antikörperfragmenten dar, da es die Grundlage für verschiedene größere 
Konstrukte bilden und bei nur halber molekularer Größe die gleiche Funktionalität auf-
weisen kann wie das Fab-Fragment (Weisser & Hall 2009). Im Prinzip besteht ein scFv 
aus den variablen Domänen der schweren und leichten Kette eines Antikörpers (siehe 
Abbildung 1-1 C). Die Domänen der leichten Ketten werden in κ- oder λ- unterteilt. 
Beim scFv sind die Domänen der leichten und schweren Kette mit einem Glycin-Serin-
Linker miteinander verbunden und können daher als ein zusammenhängendes Molekül 
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produziert werden. Dadurch wird die Stabilität erhöht und die Handhabung wesentlich 
vereinfacht. Im Gegensatz zu kompletten Antikörpern können scFv aufgrund ihrer ge-
ringen Größe und des einfacheren Aufbaus - hautsächlich durch das Fehlen von Glyko-
sylierungsstellen - mikrobiell hergestellt werden. Dies ermöglicht prinzipiell eine 
schnellere und günstigere Herstellung (Baneyx & Mujacic 2004). 
Im Vergleich zu Antikörpern ist das scFv monovalent, da es nur eine Antigenbindungs-
stelle besitzt und dadurch in der Funktionalität limitiert ist. Durch Kombination und 
koppeln von verschiedenen scFv können multivalente und multispezifische Antikörper-
fragmente verschiedenster Art generiert werden. Zusätzlich entstehen durch Fusion der 
Antikörperfragmente mit Reagenzien wie Pharmaka, Toxine, Radionuklide und Zytoki-
ne nahezu unendlich viele medizinische Anwendungsfelder. Somit besitzt - gegenwärtig 
wie auch in der Zukunft - das Antibody Engineering das größte Potential bezüglich 
Wachstum und Fortschritt in der pharmazeutischen Industrie (Lugovskoy et al. 2013; 
Sievers et al. 2015).  
Alle durch die EMA zugelassenen rekombinanten therapeutischen Antikörperfragmente 
bestehen bisher ausschließlich aus Fab-Fragmenten.  
• Abciximab (Handelsname: ReoPro®; chimeres Fab-Fragment) wird zur Behand-
lung von Herz-Kreislauf Erkrankungen als Thrombozytenaggregationshemmer 
eingesetzt (Eli Lilly and Company 1997) 
• Ranibizumab (Handelsname: Lucentis®; humanisiertes Fab-Fragment) wird zur 
Behandlung von exsudativen, altersbedingten Makuladegeneration eingesetzt 
wobei es spezifisch an den humanen vaskulären endothelialen Wachstumsfaktor 
A bindet (Novartis AG 2007)  
• Certolizumab pegol (Handelsname: Cimzia®; humanisiertes PEGyliertes Fab-
Fragment) wird zur Behandlung von Morbus Crohn und rheumatoider Arthritis 
eingesetzt und bindet spezifisch am Tumornekrosefaktor (UCB 2009) 
• Idarucizumab (Handelsname: Praxbind®; humanisiertes Fab-Fragment) wird vor 
Notfalloperationen angewendet um die gerinnungshemmende Wirkung von Da-
bigatran (Behandlung und Vorbeugung von Blutgerinnseln) rasch zu stoppen 
(Boehringer Ingelheim 2015) 
Einige Antikörperfragmente welche sich gegenwärtig in der Entwicklung und den 
klinischen Phasen befinden bestehen aus scFv (Strohl 2017). 
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1.3 Erhöhung der Halbwertszeit  
Generell unterscheidet die Pharmakokinetik mehrere Prozesse, welche die Bioverfüg-
barkeit eines Medikaments im Körper über die Zeit beschreiben. Dazu gehören: 
1. Die Freisetzung und die Aufnahme eines Medikaments, wobei hier die Kon-
zentration im Blutspiegel ansteigt.  
2. Die Verteilung im Körper, die Metabolisierung und die Ausscheidung sind 
Prozesse, bei denen die Konzentration des Wirkstoffes im Blutspiegel fällt. 
Die Biopharmazeutika welche kleiner als 50 kDa sind besitzen nur eine sehr kurze 
Halbwertszeit im Organismus. Dies liegt hauptsächlich an der Filtrationsfähigkeit der 
Niere, welche in den Malpighi-Körperchen die Blut-Harn-Schanke aufrechterhält. 
Dadurch werden, ähnlich einer tangentialen Membranfiltration, alle Bestandteile, wel-
che einen bestimmten Durchmesser überschreiten im Blutkreislauf zurückgehalten. Alle 
Bestandteile welche kleiner als 7 nm im Durchmesser sind werden vom Blutstrom abge-
trennt. Während Wasser, Elektrolyte, Zucker und Aminosäuren durch Resorption dem 
Blutkreislauf kontrolliert zurückgeführt werden und damit dem Körper erhalten bleiben, 
werden Stoffwechselendprodukte (Harnstoff, Peptide, Hormone) sowie Medikamente, 
welche keinem Recyclingprozess in der Niere unterworfen sind, durch den Urin ausge-
schieden. Somit haben die meisten Biopharmazeutika die kleiner als 50 kDa sind und 
gelöst im Blut vorliegen nur eine Halbwertszeit von etwa 30 min. Durch das Umgehen 
des renalen Ausscheidungsprozesses kann eine erhebliche Verlängerung der Verweilzeit 
bis zu mehreren Tagen erreicht werden. Dies wiederum senkt die Anzahl der Applikati-
onen und die finale Dosierung eines Medikaments und hat folglich nicht nur große the-
rapeutische sondern auch erhebliche wirtschaftliche Vorteile, da insgesamt erheblich 
weniger Biopharmazeutika zu Behandlung eingesetzt werden muss (Kontermann 2011; 
Ezan 2013).  
1.3.1 PEGylierung 
Um die Halbwertszeit, des im Rahmen dieser Arbeit produzierten Antikörperfragmentes 
(scFv-hu225), zu erhöhen wurde durch PEGylierung versucht, die scheinbare Größe 
soweit zu erhöhen, dass eine glomeruläre Filtration der Niere umgangen werden kann. 
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Seit einigen Jahrzehnten hat es sich bewährt den hydrodynamischen Radius von Wirk-
stoffen durch koppeln von Polyethylenglycol (PEG) zu vergrößern und dies ist noch 
heute in der pharmazeutischen Industrie Stand der Technik. Das PEG ist ein flexibles, 
hydrophiles Polymer welches chemisch inert, nicht toxisch und nicht immunogen ist 
(Harris & Chess 2003). Durch eine Konjugation zwischen dem Wirkstoff und dem PEG 
- der sogenannten PEGylierung - ergeben sich neben der Erhöhung der Halbwertszeit 
noch weitere Vorteile. Zum einen erhöht sich durch die PEGylierung die Löslichkeit 
und die Robustheit und zum andern verringert sich die Immunogenität des Konjugates. 
Letzteres kann durch die freie Beweglichkeit des PEG (d.h. keine feste Sekundärstruk-
tur) und der großen Hydrathülle zurückgeführt werden. Somit eignet sich das PEG aus-
gezeichnet als Additiv für pharmakologische Wirkstoffe (Chapman 2002; Veronese & 
Pasut 2005).  
 
Um jedoch das PEG mit dem Wirkstoff verbinden zu können muss eine chemische Re-
aktion zwischen den beiden Molekülen erfolgen ohne dass die Funktionalität des Wirk-
stoffes beeinträchtigt wird. Da jedoch wie oben erwähnt das PEG chemisch inert ist 
muss das PEG eine aktive Gruppe besitzen, welche es ermöglicht eine Kopplungsreak-
tion mit dem Zielprotein einzugehen. Aufgrund des großen Spektrums solcher Kopp-
lungsreaktionen wurde sich im Rahmen dieser Arbeit auf eine einfache, kostengünstigs-
te und somit auch weit verbreitete Variante - der Aldehyd-PEGylierung - konzentriert. 
Abbildung 1-3 zeigt den chemischen Ablauf der Konjugation von PEG an ein Protein. 
Hierbei wird das Sauerstoffatom mit der Doppelbindung in der Aldehydgruppe unter 
Freisetzung von Wasser mit dem Stickstoffatom eines primären Amins ersetzt. Die ent-
standene Iminverbindung ist nicht stabil und wird deshalb mit Natriumcyanoborhydrid 
zu einem sekundären Amin reduziert. Mögliche Reaktionspartner im Protein sind die 
 
Abbildung 1-3: Reaktionsablauf der PEGylierung mit Methoxy-PEG-aldehyd  
Schritt 1: Kondensation durch nukleophile Addition des Aldehyd-Kohlenstoffatoms mit dem 
Stickstoffatom des primären Amins unter Abspaltung von Wasser  
Schritt 2: Reduktion der entstandenen Iminverbindung (Schiff’sche Base) zum sekundären 
Amin durch Anwesenheit des Katalysators Natriumcyanoborhydrid 
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primären Amine der Lysin Seitenketten und der N-Terminus. Somit ist diese Reaktion 
unspezifisch da theoretisch viele verschiedene Isoformen und mehrfach-PEGylierte Pro-
teine entstehen können. Da die Trennung und Reinigung von PEGylierten Proteingemi-
schen im technischen Maßstab schwierig ist, kann eine Zulassung durch die Behörden 
trotzdem erfolgen, wenn die Reproduzierbarkeit der PEGylierung gegeben ist (Pasut & 
Veronese 2011).  
1.4 Grundlagen der Prozessentwicklung  
Wesentliche Voraussetzung für die Entwicklung eines pharmazeutischen Prozesses ist 
die Etablierung von Analytikmethoden zur verlässlichen Quantifizierung und Qualifi-
zierung des Zielproteins (PoI). Dies wiederum setzt ein initiales Produktions- und Rei-
nigungsverfahren voraus, welches während der Wirkstoffentwicklung im analytischen 
Labormaßstab im Bereich von einigen mg Zielprotein existiert. Viele dieser im Labor 
verwendeten Verfahren haben ihren Fokus in der universellen Einsetzbarkeit und sind 
daher oft nicht im größeren Maßstab anwendbar (nicht scale-up-fähig), sowie häufig 
nicht validierbar und somit nicht konform mit GMP. Der Fokus bei einer pharmazeuti-
schen Prozessentwicklung verschiebt sich zu einer ökonomisch vertretbaren und häufig 
sehr spezialisierten Prozessführung. Prozessfaktoren wie Produktausbeute, zeitlicher 
Rahmen, Prozess- und Produktstabilität sowie die Material- und Investitionskosten er-
halten neben der Produktqualität einen hohen Stellenwert (Abhinav A. et al. 2007; 
Bartlow et al. 2011). Dafür müssen fast immer neue Prozessschritte in der Produktreini-
gung (Downstream) entwickelt und bestehende Methoden in der Produktion (Up-
Stream) angepasst und optimiert werden. Neben der systematischen Suche nach pro-
duktadsorbierenden Materialien für die chromatographische Reinigung ist es sinnvoll 
mit dem gereinigten PoI, sobald es zur Verfügung steht, deren Eigenschaften und Be-
sonderheiten im Vergleich zu den Wirtzellproteinen zu identifizieren (Rege et al. 2006). 
Je mehr Informationen über das Zielprotein verfügbar sind, desto einfacher ist es die 
Besonderheiten des Zielproteins auszunutzen und einen effektiven Reinigungsprozess 
zu entwickeln.  
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1.5 Escherichia coli 
In der Natur kommt E. coli ubiquitär, unter anderem auch als Darmbakterium in warm-
blütigen Organismen vor und ist somit auch beim Menschen, mit einem Mengenanteil 
von etwa 1 %, Teil einer gesunden Darmflora. E. coli zählt zur Familie der Enterobacte-
riaceae und verdankt seinen Namen Theodor Escherich, einem Kinderarzt, welcher auf 
der Ursachensuche von Durchfallerkrankungen das Bakterium erstmals 1885 isolierte 
und beschrieb. Obwohl die meisten Vertreter dieser Art harmlos sind gibt es einige pa-
thogene Stämme, welche zu den am häufigsten Verursacher von menschlichen Infekti-
onskrankheiten zählen (Kaper et al. 2004).  
 
In der Biotechnologie zählt E. coli zu den Modellorganismen. Das heißt, es ist einer der 
am besten untersuchten Prokaryoten und der am häufigsten verwendete Mikroorganis-
mus zur Produktion rekombinanter Proteine. Er ist nicht nur ein „Eckpfeiler“ in der bio-
technologischen Futter- und Lebensmittelindustrie, sondern auch ein „Arbeitspferd“ in 
der pharmazeutischen Herstellung von Wirkstoffen. Zusätzlich ist E. coli der wichtigste 
Wirtsorganismus im Bereich der mikrobiellen Klonierungssysteme in der Gentechnik 
(Chen 2012). Ferner ist E. coli einer der vielfältigsten bakteriellen Arten, da insgesamt 
nur etwa 20 % der Genoms, von allen bisher untersuchen Stämmen, identisch ist 
 
Abbildung 1-4: Aufbau einer E. coli Zelle und deren Zellwand 
A: Darstellung einer E. coli Zelle: graue Färbung kennzeichnet den Bereich des Zytoplasmas 
B: Typischer Aufbau einer gramnegativen Zellwand 
Darstellung basiert zum Teil auf Neidhardt et al. (1990) 
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(Lukjancenko et al. 2010). Aufgrund der Art des Zellwandaufbaus zählt E. coli zu den 
gramnegativen Bakterien (schematisch dargestellt in Abbildung 1-4) und ist nicht in der 
Lage Sporen auszubilden. Des Weiteren ist es stäbchenförmig (mit einem Durchmesser 
von 0,5 bis 1,5 µm und einer Länge von 2,0 bis 6,0 µm) und oft aufgrund seiner peritri-
chen Begeißelung in der Lage sich aktiv fortzubewegen. Alle E. coli Arten sind der La-
ge Energie aus Glukose auch ohne Sauerstoff durch gemischte Säuregärung zu gewin-
nen und werden deshalb als fakultativ anaerob bezeichnet. Das Temperaturoptimum ist 
an ein Leben im Darm anpasst und beträgt 37°C. Unter optimalen Bedingungen ist E. 
coli in der Lage sich alle 20 Minuten zu verdoppeln und besitzt somit eine der schnells-
ten bakteriellen Wachstumsraten. 
Zur prokaryotischen Produktion des rekombinanten scFv hu225 wurde in vorliegender 
Arbeit der bakterielle Escherichia coli B-Stamm BL21 DE3 rha- verwendet (Jeong et al. 
2009). Dieser wird sehr häufig für die Produktion rekombinanter Proteine eingesetzt, da 
er den Vorteil einer verminderten Proteaseaktivität aufweist und zusätzlich in der Lage 
ist, viele verschiedene Induktionssysteme zu verwenden (siehe Tabelle 6-1). 
1.6 Expressions- und Proteinexportsystem 
Wie zuvor erwähnt kann scFv bakteriell (prokaryotisch) produziert werden. Dazu muss 
zuvor die rekombinante DNA - in Form eines Plasmids - künstlich durch Transformati-
on in den Wirt eingebracht werden. Dadurch wird das Expressionssystem des Bakteri-
ums in die Lage versetzt auch artfremde Proteine - wie das scFv - herzustellen (Pack 
et al. 1993). 
In vorliegender Arbeit erfolgte eine Transformation des Plasmids pWA21 (Wegerer 
et al. 2008) in E. coli BL21 (DE3) rha- (Miller et al. 2005) womit dieser in die Lage 
versetzt wurde das Zielprotein (scFv-hu225) zu produzieren (siehe Anhang Abbildung 
6-1). Die Zielproteinproduktion erfolgte durch ein unkonventionelles Induktionssystem, 
welches in Abbildung 1-5 gezeigt ist. Der für den Expressionsvektor verwendete Promo-
tor (rhaP BAD) stammt aus den, für den Abbau von L-Rhamnose - einem Monosaccha-
rid - verantwortlichen Genen, welche in den meisten E. coli-Stämmen vorhanden sind 
(Egan & Schleif 1993). Hierbei ist das Rhamnose-Transport-System (rhaT) dafür ver-
antwortlich, dass das L-Rhamnose aktiv in die Zelle transportiert werden kann. Mit ei-
ner spezifischen Isomerase (rhaA) wird der Zucker in L-Rhamnulose überführt und 
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anschließend durch die Kinase (rhaB) phosphoryliert. Anschließend würde das Rham-
nulose-1-Phosphat mit der Aldolase (rhaD) hydrolysiert werden um es weiter - zur 
Energiegewinnung - metabolisieren zu können. Da jedoch im betreffenden Stamm das 
Kinasegen (rhaB*) im rhaBAD Operon mutiert wurde, ist dieser nicht mehr in der Lage 
L-Rhamnose als Kohlenstoffquelle zu verwerten (Wilms et al. 2001). Diese Mutation ist 
entscheidend für die Funktionalität des Rhamnose Expressionsvektors pWA21, da die 
zur Induktion notwendige Rhamnosekonzentration konstant bleibt und nicht ständig 
zugefüttert werden muss. Eine Besonderheit bezüglich der Regulation des Rhamnose-
systems ist das Vorhandensein von zwei intrinsischen Aktivatoren, RhaS und RhaR. 
Deren Gene bilden eine entgegensetzt orientierte Transkriptionseinheit und wirken bei 
Anwesenheit von Rhamnose als Transkriptionsfaktoren (Stumpp et al. 2000). 
Durch das Binden eines zweiten Transkriptionsfaktors (cAMP:CRP) am Promotor wird 
die Affinität der RNA-Polymerase (RNAP) zum Promotor so verstärkt, dass eine Tran-
 
Abbildung 1-5: Darstellung des Expressionssystems rhaBAD 
A) Zeigt schematisch das Rhamnose-Operon auf der genomischen DNA (RhaT= Rhamnose 
spezifischer Transporter; rhaB*= durch „frameshift“-Mutation inaktivierte Rhamnulose-
Kinase; RhaA= Rhamnose Isomerase; RhaD= Rhamnulose-1-Phosphat Aldolase; rhaS und 
rhaR= intrinsische Transkriptionsfaktoren; cAMP= cyclisches Adenosinmonophosphat; 
CRP= cAMP-Rezeptorprotein;  
B) Zeigt den verwendeten rhaBAD-Promotor zur Produktion des scFv-hu225  
(pelB= Signalsequenz zum Proteinexport ins Periplasma; VH= variable schwere Kette; VL= 
variable leichte Kette; SecB= Protein-Export Chaperone) 
Darstellung basiert zum Teil auf Stumpp et al. (2000) 
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skription der nachfolgenden Gene erfolgt. Dieser cAMP:CRP Komplex ist ein Hunger-
signal und wird hervorgerufen durch Glukosemangel (Deutscher et al. 2006; Jeske & 
Altenbuchner 2010). Somit muss für eine Induktion der scFv-Expression neben der Zu-
gabe von L-Rhamnose zusätzlich ein Mangel an Glukose erzeugt werden. Dies ge-
schieht in der Regel durch eine Glukose-limitierte Wachstumsrate (µ < 0,2 h-1) während 
eines Zufütterungsprozesses (Fed-Batch).  
 
Um nach erfolgter Transkription und Translation eine native Faltung des Proteins zu 
gewährleisten, ist dem Konstrukt am Beginn eine pelB Signalsequenz angehangen (Thie 
et al. 2008; Denoncin & Collet 2013). Dieses Signalpeptid führt zu einem Transfer des 
Konstruktes vom Zytoplasma ins Periplasma unter Nutzung des SecB Signalweges 
(Schlegel et al. 2013). Um zu verhindern, dass sich die neu synthetisierten Polypep-
 
Abbildung 1-6: Proteinexportsystem und Disulfidbindungsreaktion 
Schritt 1) Prä-Protein wird posttranslational durch die Protein-Export Chaperone (SecB) 
stabilisiert und markiert wodurch der Transport zum SecA Protein erfolgt 
Schritt 2) Signalsequenz des Prä-Proteins bindet an die ATPase (SecA) wobei dich SecB 
löst, gleichzeitig wird dabei das Prä-Protein mechanisch unter Energieverbrauch durch das 
Translokon (SecYEG) in das Periplasma überführt 
Schritt 3) Im Periplasma erfolgt die Oxidation der Cystein-Seitenketten zu Disulfidbrücken 
durch Reduktion der Disulfid-Oxidoreduktase (DsbA) zu entweder nativen oder zu falsch 
verknüpften Protein 
Schritt 4) Falsch geknüpfte Disulfidbrücken können durch die prokaryotische Disulfidbrü-
cken-Isomerase (DsbC) neu verknüpft werden 
Darstellung basiert zum Teil auf Rietsch & Beckwith (1998) und Schlegel et al. (2013) 
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tidketten (Prä-Protein) im Zytoplasma mit anderen Polypeptidketten oder Proteinen zu 
unlöslichen Komplexen (engl. inclusion bodies) verbinden, werden diese von Chapero-
nen (SecB) stabilisiert und für den Transport markiert (siehe Abbildung 1-6 Schritt 1 und 
2).  
Die SecB-Proteine lösen sich von dem Prä-Protein beim Kontakt mit dem membranlo-
kalisierten SecA, wobei das Signalpeptid am SecA bindet. Das Prä-Protein wird an-
schließend mechanisch durch das membrangängige Translokon (SecYEG) geführt. Die-
ser Vorgang wird unter ATP-Verbrauch vom SecA-Protein gesteuert und angetrieben. 
Die Signalsequenz wird von der Signalpeptidase (Lep) spezifisch geschnitten wobei 
dadurch das Prä-Protein in das Periplasma entlassen wird. Hier herrschen oxidative 
Umgebungsbedingungen und ein Enzymsystem welche es ermöglichen (Merdanovic 
et al. 2011), dass sich interne Disulfidbrücken zwischen den Cystein-Seitenketten 
(Rietsch & Beckwith 1998) ausbilden können und dabei helfen die native und funktio-
nelle Proteinstruktur zu stabilisieren (Choi & Lee 2004).  
Schritt 3) und 4) in Abbildung 1-6 veranschaulichen das periplasmatische Enzymsystem 
in E. coli zur Ausbildung von Disulfidbrücken. Die Disulfid-Oxidoreduktase (DsbA) 
oxidiert die Cystein-Seitenketten und katalysiert dadurch die Bildung von Disulfidbrü-
cken. Das „disulfide bond formation protein B“ (DsbB) ist bei diesem Vorgang essenti-
ell, um das DsbA im oxidierten Zustand zu halten. Fehlerhaft zusammengeführte Disul-
fidbrücken können durch die periplasmatische Disulfidbrücken Isomerase (DsbC) repa-
riert oder reduziert werden. Hierbei wird das DsbC teilweise oxidiert und muss durch 
das Membranprotein DsbD reduziert werden, um weiter als Isomerase aktiv zu sein 
(Frand et al. 2000; Kadokura & Beckwith 2010). Da dieses Enzymsystem nur im Peri-
plasma existiert ist es gegenwärtig Stand der Technik rekombinante Zielproteine, wel-
che eine korrekte Ausbildung von Disulfidbrückenbindungen erfordern, per Signalse-
quenz in den periplasmatischen Raum zu überführen (Baneyx & Mujacic 2004).  
1.7 Fermentation 
Ursprünglich steht Fermentation in Latein für Gärung und steht heutzutage in der Bio-
logie für eine enzymatische Umwandlung von organischen Stoffen. Da Bioreaktoren 
ursprünglich aus den Gärbehältern der Lebensmittelindustrie entwickelt wurden wird 
die Kultivierung von Mikroorganismen noch immer als Fermentation bezeichnet. In der 
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pharmazeutischen Industrie werden hauptsächlich spezielle, geschlossene Rührtankkes-
sel zur kontrollierten Fermentation von gentechnisch veränderten Organismen einge-
setzt. Zweck einer solchen Kultivierung ist, möglichst viel rekombinantes Zielprotein zu 
produzieren, was häufig mit einer hohen Zelldichte einhergeht, da es von den Zellen 
produziert wird.  
Wichtige Prozessparameter, die in den meisten Bioreaktoren steuerbar bzw. kontrollier-
bar sind, sind neben der Zusammensetzung des Nährmediums, die Begasung, die Tem-
peratur, der pH-Wert und die Sterilität. Das Ende einer Fermentation ist erreicht, 
wenn - bedingt durch die Prozessführung oder dem Reaktordesign - es nicht mehr mög-
lich ist optimale Umgebungsbedingungen für die Zellen aufrecht zu erhalten. Sobald der 
Sauerstoff- und Nährstofftransfer zu den Zellen nicht mehr gewährleistet werden kann, 
oder die Produktkonzentration ein Maximum erreicht, wird die Fermentation durch die 
Ernte beendet. Jeder Arbeitsschritt, welcher bis zu diesem Zeitpunkt erfolgt ist gilt als 
Up-Stream und hat generell mit der Produkterzeugung zu tun. Alles was nach Ende der 
Fermentation an Prozessschritten erfolgt wird dem Downstream zugeordnet und hat 
hauptsächlich mit der Produktaufarbeitung zu tun (Harrison & Keshavarz-Moore 1996). 
Eine Fermentation kann prinzipiell in verschiedene Phasen eingeteilt werden: 
1. erste Vorkultur: wird häufig aus Kryokultur hergestellt 
2. zweite Vorkultur um Inokulum für Hauptfermentation aufzuziehen 
3. Start der Hauptfermentation durch Inokulum von einer Vorkultur 
4. Biomassewachstumsphase  
5. Induktion zur Produktbildung 
Jede Phase muss hierbei bestimmte Grenzwerte im Bereich der Biomasse zum Über-
gang in die nächste Phase erfüllen. Entscheidend für eine ökonomische Fermentations-
strategie ist praktisch immer eine möglichst hohe Produktkonzentration innerhalb eines 
möglichst geringen Zeitraumes zu erreichen (Raum/Zeit-Ausbeute). Hierbei ist eine 
Produktionsstrategie mit E. coli als Wirt eine der am häufigsten angewandten Methoden 
zur bakteriellen Produktion von pharmazeutischen Antikörperfragmenten, da diese in 
der Lage ist höchste Raum/Zeit-Ausbeuten zu erreichen (Damasceno et al. 2004; Chen 
2012).  
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1.8 Periplasmaaufschluss 
Der Produkt-Biomasse-Abtrennung (Produktextraktion) fällt in der Prozessentwicklung 
eine besondere Bedeutung zu. Im Downstream ist dieser nach der Abtrennung des Fer-
mentationsüberstandes oft der erste entscheidende Schritt, da hier die höchste Produkt-
menge bei gleichzeitig höchstem Fremdstoffanteil vorliegt. Wie schon in Abschnitt 1.6 
beschrieben, lokalisiert das Zielprotein (scFv-hu225) im Periplasma. Somit ist es ent-
scheidend die Zellen so zu behandeln, dass möglichst nur die äußere Zellmembran ent-
fernt bzw. gestört wird. Dadurch gelangen die im Periplasma befindlichen Zielproteine 
aus der Zelle in die Umgebung, wobei eine möglichst intakte innere Zellmembran das 
Zytoplasma mit allen dort befindlichen Inhaltsstoffen zurückhält. Im Vergleich zum 
kompletten Zellaufschluss kann eine periplasmatische Produktextraktion einen beträcht-
lichen Vorteil darstellen, da die DNA sowie die RNA als auch ein Großteil der Wirt-
zellproteine von der inneren Membran zurückgehalten werden (siehe Anhang Tabelle 
6-2). Noch deutlicher wird dieser Umstand, wenn die Volumenverteilung mit der Bio-
trockenmasse (BTM) Anteil verglichen wird (siehe Tabelle 1-1). Im Periplasma befinden 
sich somit erheblich weniger gelöste Makromoleküle pro Volumen als im Zytoplasma. 
Im normalen Zustand beträgt der Volumenanteil des periplasmatischen Raumes etwa 
ein Fünftel bezogen auf das gesamte Zellvolumen (Stock et al. 1977). 
 
Es existieren mehrere Methoden zum Periplasmaaufschluss, wobei der Anteil am frei-
gesetzten Zielprotein stark variiert und abhängig ist von einer Kombination verschiede-
ner Aufschlusseffekte. Darunter fallen unter anderem:  
• Zerstörung der Peptidoglykanschicht durch enzymatischen Verdau (z.B. mittels 
Lysozym (Vaara & Vaara 1981; Diels et al. 2005)) 
Tabelle 1-1: Mittlere Volumen- und Trockenmasseverteilung in E. colia 
 Periplasma Zytoplasma äußere Membran 
innere 
Membran 
Makromoleküle (> 1 kDa) 150.000 1.259.000 2.530.000 200.000 
Volumenanteil in % 10 - 30 65 - 85 3 2 
BTM Anteil in % 6 53 32 8 
a
 berechnet aus Daten von Neidhardt et al. (1990), Kapitel 1, Tabelle 1 
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• Behandlung mit Zellwand schädigenden Antibiotika (z.B. Polypeptid-
Antibiotika (Dixon & Chopra 1986)) 
• Störung der LPS Integrität durch binden der bivalenten Kationen durch Chelat-
komplex Bildung (z.B. mittels EDTA (Leive 1965) 
• Erzeugen eines osmotischen Schocks (Beacham 1979) 
• Gefrieren und Auftauen (Freeze & Thaw), Schädigung der Zellwand durch Bil-
dung von Eiskristallen (Johnson & Hecht 1994) 
• In-Situ Isolation durch chaotrope Verbindungen und hohen pH-Wert, anschlie-
ßendes wässriges 2-Phasen System zur Produktextraktion (Hart et al. 1994) 
• Chemische Permeabilisierung der Zellmembran mittels Triton® X-100 und Gua-
nidin (Naglak & Wang 1990) 
• Periplasmaaufschluss mittels hoch-Temperatur Behandlung über mehrere Stun-
den bei hitzestabilen Proteinen  
1.8.1 Osmotischer Schock  
Bei einem osmotischen Schock werden die Zellen innerhalb kurzer Zeit in verschiede-
nen osmotischen Umgebungsbedingungen exponiert. Dabei wird ein osmotischer Druck 
durch eine Differenz an gelösten Teilchen zwischen den Seiten einer semipermeablen 
Membran erzeugt. Hierbei handelt es sich ausschließlich um ein physikalisches Phäno-
men, wobei die Art und Größe der Teilchen keine Rolle spielt, einzig die Anzahl ist ent-
scheidend. Die Zellen werden anfangs einer hypertonischen Umgebung ausgesetzt, was 
sie dazu veranlasst Wasser in die Umgebung abzugeben. Dies geschieht, weil die osmo-
tische Konzentration an gelösten Bestandteilen im umgebenden Medium höher ist als 
innerhalb der Zelle. Hierbei verringert sich das Volumen des Zytoplasmas solange bis 
durch Wasserabgabe (durch die innere Membran) der osmotische Druck ausgeglichen 
werden kann. Im Anschluss erfolgt ein rascher Wechsel hin zu hypotonischen Umge-
bungsbedingungen. Da sich die Osmolarität hierbei umkehrt entstehen nun entgegen 
gesetzte Kräfte, welche dazu führen, dass die Zelle versucht den Teilchenunterschied 
auszugleichen indem Wasser aus der Umgebung aufgenommen wird. Dadurch dehnt 
sich die innere Zellmembran aus und erzeugt einen Druck auf den formgebenden Pep-
tidoglycan-Mantel als auch auf die äußere Zellmembran, welche durch den erhöhten 
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Druck im periplasmatischen Raum beschädigt werden. Hierbei verringert sich das Vo-
lumen des periplasmatischen Raumes extrem, wobei große Teile des Periplasma-
Inhaltes durch Bruchstellen der äußeren Zellmembran gedrückt werden und somit in die 
Umgebung gelangen (Ramanan et al. 2010; Rathore et al. 2003). Die Effektivität eines 
osmotischen Schocks ist dabei stark abhängig von der Wachstumsphase der Zellen. 
Zum Beispiel reagieren Zellen, welche sich in der logarithmischen Wachstumsphase 
befinden, bis zu einhundertmal empfindlicher auf osmotische Schwankungen als Zellen 
in der stationären Phase (Bayer 1967).  
1.9 Endotoxin 
Als Endotoxine werden alle giftigen Zerfallsprodukte von Bakterien bezeichnet, welche 
in der Lage sind - teils heftige - physiologische Reaktionen im Körper auslösen. Sehr 
häufig sind hierfür die Oberflächenmoleküle der äußeren Zellmembran von gramnegati-
ven Bakterien verantwortlich. Aus diesem Grund wird der Begriff „Endotoxin“ in der 
Regel als Synonym für die Lipopolysaccharide (LPS) verwendet. Diese lösen im Blut-
kreislauf schon ab sehr geringen Konzentrationen, durch Aktivierung des Komplement-
systems, immunologische Ketten-Reaktionen aus. Gelangen LPS ins Blut bilden sich 
Komplexe mit spezifischen Lipopolysaccharid-bindenden-Proteinen aus. Diese Kom-
plexe binden an den CD14-Rezeptor von Monozyten und Makrophagen und aktivieren 
dadurch die Freisetzung von Entzündungsmediatoren (TNF-α, IL-1, IL-6, IL-12). 
Dadurch wird die Expression von CD14 induziert (positive Selbstverstärkung) und zu-
sätzlich werden durch die Freisetzung der CD14-Rezeptoren u.a. Endothelzellen dazu 
veranlasst, vermehrt Integrine und Selektine zu produzieren. Dadurch binden vermehrt 
Leukozyten und Thrombozyten unter Freisetzung von Kininen an den Gefäßwänden, 
was wiederum dazu führt, dass die Blutgefäße sich erweitern und die Blutgerinnung 
aktiviert wird. Die Symptome reichen hierbei je nach Schwere der Entzündungsreaktion 
von Fieber über Organversagen bis hin zum septisch-toxischen Schock. Aus diesem 
Grund darf bei intravenöser Wirkstoffverabreichung der Wert von 5 Endotoxin Einhei-
ten (EU) pro kg Körpergewicht und Stunde gesetzlich nicht überschritten werden (Eu-
ropean Pharmacopoeia, 2010). Die Messung und Abreicherung der Endotoxinkonzent-
ration stellt somit einen wesentlichen Bestandteil der biopharmazeutischen Prozessent-
wicklung dar (Berthold & Walter 1994). Aufgrund der hohen chemischen und 
thermischen Stabilität der LPS stellt die Reinigung kontaminierter Geräte und Materia-
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lien eine zusätzliche Hürde dar. Um En-
dotoxin thermisch zu zersetzen sind Tem-
peraturen von 180 bis 250°C über einen 
Zeitraum von mehreren Stunden notwen-
dig. Hitzeempfindliche Materialien kön-
nen z.B. chemisch mit 1 M Natronlauge 
innerhalb von 15 Stunden von LPS befreit 
werden. Die LPS-Entfernung von emp-
findlichen Stoffen - wie Proteinen - stellt 
somit noch immer eine große Herausfor-
derung in der pharmazeutischen Prozess-
entwicklung dar (Magalhães et al. 2007; 
Ongkudon et al. 2012).  
Eine der empfindlichsten und etabliertes-
ten Methoden zur Ermittlung der LPS 
Kontamination funktioniert über die Akti-
vierung der Gerinnungskaskase im Lysat 
des Pfeilschwanzkrebses (Limulus poly-
phemus). Dieser LAL Test, ist seit 1983 
von der FDA akzeptiert und erreicht eine 
Nachweisgrenze von etwa 0,01 EU/ml 
(Sullivan & Watson 1974; Cliff et al. 
1995). Als Faustregel gilt hierbei, dass 1 EU etwa 100 pg LPS entspricht. 
Chemisch besteht das LPS - wie der Name schon andeutet - aus einem lipophilen Lipid- 
und einem hydrophilen Polysaccharid-Anteil. Das Lipid A ist in der äußeren Zellmemb-
ran verankert (siehe Abbildung 1-4) und stellt den eigentlichen toxischen Bestandteil dar. 
Die Festsäuren sind hierbei über Esterbindungen an ein Disaccharid gekoppelt und es-
sentiell für die Funktionalität der äußeren Zellmembran als Schutz gegen schädliche 
Stoffe (Vaara & Nurminen 1999). Dieser Bereich ist daher stark konserviert und somit 
bei fast allen Gram negativen Bakterien nahezu identisch. Am Lipid A sind die Poly-
saccharide nach einem bestimmten Muster gebunden. Die Kernregion der Zuckerkette 
ist dabei wie das Lipid A innerhalb einer Bakterienart konstant aufgebaut. Diese Kern-
region ist teilweise phosphoryliert (pK1 = 1,3 und pK2 = 8,2), wodurch eine negative 
Nettoladung in neutralen Proteinlösungen besteht (Ohno & Morrison 1989). Gleichzei-
 
Abbildung 1-7: Chemischen Struktur von 
LPS des E. coli O111:B4 
Nach Ohno & Morrison (1989) 
Disaccarid in Lipid A: N-Acetylglucosamin-
phosphat, Hep: Heptose, Gal: Galactose, Glc: 
Glucose, KDO: 2-Keto-3-Desoxy-Octonat, 
NGa: N-Acetylgalactosamin, NGc: N-
Acetylglucos-amin 
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tig stabilisieren bivalente Kationen an diesen Positionen die Struktur zwischen den ein-
zelnen LPS. Das äußere O-Antigen hingegen ist unterschiedlich lang und besteht aus 
sich wiederholenden, verzweigten Oligosaccharid-Sequenzen, welche nicht phosphory-
liert sind (siehe Abbildung 1-7). Die Zusammensetzung der O-Antigene ist spezifisch für 
einzelne Bakterienstämme und kann zu deren Differenzierung herangezogen werden. 
Endotoxin-Monomere sind je nach Länge der O-Antigene zwischen 10 bis 20 kDa groß 
und in der Lage, unter Anwesenheit von bivalenten Kationen und aufgrund ihrer Am-
phiphilie stabile Komplexe, bestehend aus Liposomen und Mizellen, auszuformen 
(Petsch & Anspach 2000).  
Unter Ausnutzung der physikochemischen Unterschiede zwischen LPS und Zielprotein 
existieren in der pharmazeutischen Industrie verschiedene Methoden, um die LPS Kon-
zentration zu reduzieren (siehe Tabelle 1-2). Hierbei ist es jedoch - wie bei allen biotech-
nologischen Separationsmethoden - entscheidend, die ökonomisch sinnvollste und ef-
fektivste Methode zu identifizieren und in den Downstream-Prozess einzupassen. Auf-
grund der molekularen Dynamik ist die dreidimensionale Struktur der LPS nicht 
festgelegt, wie es bei den Proteinen der Fall ist (Kastowsky et al. 1992). Gleichzeitig 
haben LPS das Potential mit sehr vielen Substanzen und Oberflächen elektrostatisch 
oder hydrophob zu Wechselwirken.   
Tabelle 1-2: Übersicht der konventionellen Methoden zur LPS Reduktion 
Methode Funktionsweise Bemerkung 
Ultrafiltration oder Grö-
ßenausschluss-
Chromatographie 
Auftrennung aufgrund des 
Größenunterschiedes 
LPS monomer: (10 - 20 kDa); 
LPS Komplexe: (>300 kDa) 
AEX Adsorption durch elektro-
statische Wechselwirkung 
funktioniert häufig nur mit basischen 
Proteinen (pH < pI) 
HIC Adsorption durch hydro-phobe Wechselwirkung 
stark abhängig von Hydrophobizität 
des Zielproteins 
zwei Phasen Extraktion 
mit Triton X-114 
Mizellbildung und Tem-
peraturinduzierte Pha-
senseparation 
1% Triton X-114 und Temperaturer-
höhung von 4 auf 25 °C  
(„cloud point“ bei 22 °C) 
Polymyxin B Affinitätschromatographie Polypeptid-Antibiotika mit hoher Affinität zum Lipid A 
Histidin oder 
 Histamin Affinitätschromatographie 
hohe Affinität zum geladenen Imida-
zolring bzw. zu Ribonukleinsäuren 
Polyethylenimin oder 
Poly-L-Lysin Affinitätschromatographie 
Flexible Adsorberstruktur erhöht die 
Effektivität 
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1.10 Löslichkeit von Proteinen 
Aufgrund der verschiedenen Aminosäuresequenzen (Primärstruktur) unterscheiden sich 
Proteine in der Sekundär- und Tertiärstruktur sehr spezifisch voneinander. Eine intakte 
räumliche Struktur bildet die Voraussetzung für die Funktionalität und ist gleichzeitig 
verantwortlich für das Lösungsverhalten unter nativen Bedingungen. Das Lösungsver-
halten von Proteinen ist direkt abhängig von den Wechselwirkungen zwischen dem Lö-
sungsmittel (Wasser), den darin gelösten Ionen und deren Wechselwirkungen mit dem 
Lösungsmittel sowie den Wechselwirkungen der Proteine untereinander. Werden die 
natürlichen Bedingungen (pH, Temperatur, Konzentration) verändert kann es vorkom-
men, dass die Proteine ihre räumliche Struktur verändern und/oder untereinander so in-
teragieren, dass große Komplexe entstehen, welche ab einer bestimmten Größe nicht 
mehr in Lösung gehalten werden können und Ausflocken. Dieser Vorgang wird als Prä-
zipitation bezeichnet und kann in zwei verschiedene Arten unterteilt werden. Ist die 
Ausfällung irreversibel kann von einer Denaturierung ausgegangen werden, wobei sich 
die native räumliche Struktur des Proteins stark verändert. Dieser Vorgang ist beim 
Zielprotein unter allen Umständen zu vermeiden. Kann hingegen das Protein wieder in 
einem Lösemittel resuspendiert (gelöst) werden, ohne dass die Funktionalität verloren 
geht, gilt der Vorgang als reversibel (Trevino et al. 2008). Das heißt die funktionale 
räumliche Struktur der Makromoleküle kann wiederhergestellt werden.  
Seit über 100 Jahren werden die unterschiedlichen Lösungs- und Denaturierungsgren-
zen der einzelnen Proteine zur Reinigung herangezogen. Um diese jeweiligen Löslich-
keitseigenschaften zu identifizieren sind initiale Fällungsversuche notwendig. Generell 
gilt hierbei der Grundsatz, dass Proteine im Bereich es isoelektrischen Punktes (der pH 
Wert an dem die Nettoladung des 
Proteins nach außen hin gleich Null 
ist) oft eine sehr geringe Löslichkeit 
besitzen (Shih et al. 1992). Gleichzei-
tig ist die Löslichkeit in reinem Was-
ser sehr viel geringer als bei der An-
wesenheit bestimmter Salze. Dieser 
Effekt wird als Einsalzung bezeich-
net, wobei die Salzionen mit den ge-
ladenen Seitenketten der Aminosäu-
 
Abbildung 1-8: Theoretische Löslichkeitskurve 
von Protein in Salzlösungen 
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ren elektrostatisch interagieren und somit eine Interaktion der Proteine untereinander 
unterdrücken. Als Aussalzung wird der Prozess bezeichnet, bei dem sehr viel Salz ge-
löst wird. Dabei konkurrieren die Salzionen mit den Proteinen um das zur Verfügung 
stehende Wasser als Lösungsmittel. Verkleinert sich die Hydrathülle der Proteine bilden 
sich hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Proteinen aus, welche ihrerseits be-
ginnen Komplexe zu bilden. Diese erzeugen ab einer bestimmten Größe einen Nieder-
schlag da sie vom Wasser nicht mehr in Lösung gehalten werden (siehe Abbildung 1-8).  
 
Neben der Salzkonzentration ist es für die Löslichkeit von Proteinen entscheidend wel-
che Salze gelöst werden (Hofmeister 1888). Die Hoffmeister Reihe beschreibt die un-
terschiedliche Wirkung von Ionen auf in Wasser gelöste Makromoleküle (Zhang & 
Cremer 2006). Für das Verstärken der hydrophoben Wechselwirkungen sind kosmotro-
pe Ionen verantwortlich. Chaotrope Ionen hingegen stören die hydrophoben Wechsel-
wirkungen und wirken deshalb häufig denaturierend auf Proteine (Collins 2004). Theo-
retisch ist das komplizierte Zusammenspiel der Hofmeister-Reihe zwischen Ionenradi-
us, Ionenoberflächenladung, der Lösungsmittel-Entropie und der Löslichkeit von 
Makromolekülen noch nicht vollständig verstanden und beruht deshalb hauptsächlich 
auf den experimentellen Ergebnissen (siehe Abbildung 1-9). Häufig führen hierbei ver-
änderte pH-Werte oder Temperaturen zu Anomalien in der Hofmeister-Reihe was dazu 
führt, dass die Reihenfolge der Ionen sich verändern kann (Boström et al. 2005). 
Obwohl am häufigsten die Aussalzung mit Ammoniumsulfat durchgeführt wird gibt es 
eine Vielzahl an weiteren Methoden, um Proteine aufgrund verschiedener Fällungs-
grenzen voneinander zu trennen bzw. zu konzentrieren (siehe Tabelle 1-3). Viele dieser 
Fällungsmethoden unterscheiden sich in ihrer Wiederfindung, der Selektivität (dem 
 
Abbildung 1-9: Kosmotrope und chaotrope Eigenschaften von Ionen 
Hofmeister Reihe modifiziert nach Chaplin (2001) 
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Reinigungsfaktor) und der Sensitivität (Denaturierung). Häufig wird hierbei der pH-
Wert und der Salzgehalt verändert, um möglichst schnell und ökonomisch einen Reini-
gungseffekt am Zielprotein zu erreichen. Außerdem können verschiedene Eigenheiten 
des Zielproteins ausgenutzt werden (z.B. Temperatur- oder organische Lösungsmittel-
beständigkeit) um es von der Masse der Verunreinigungen zu trennen. Diese einzelnen 
Methoden müssen jedoch experimentell getestet und ermittelt werden, da aufgrund der 
Struktur nur sehr selten theoretisch auf ein spezifisches Fällungsverhalten geschlossen 
werden kann (Blanch 2002).  
 
Tabelle 1-3: Einflussgrößen bei der Fällung von Proteinen 
Bedingung Denaturierunga Selektivitätb Bemerkung 
hohe Temperatur +++ +++ 
Anwendung bei hitzebestän-
digen Proteinen (z.B. Taq-
Polymerase) 
saurer pH-Wert ++ ++ Anwendung bei säurestabilen Proteinen (z.B. IgG) 
pH gleich pI + ++ 
stark abhängig von Protein- 
und Salzkonzentration (Iso-
elektrische Präzipitation) 
alkalischer pH-
Wert ++ + 
Anwendung bei alkalischen 
Proteinen (z.B. Lipasen) 
mechanisch ++  Schaumbildung, unspezifisch 
kosmotrope Ionen + +++ 
Hydrophobe Interaktionen 
zwischen den Proteinen wer-
den verstärkt (Aussalzung) 
Entsalzen ++ ++ Verlust der stabilisierenden Ionen 
organische  
Lösemittel + +++ 
Anwendung bei sehr geringen 
Temperaturen verhindert oft 
Denaturierung (Ethanol, Ace-
ton) 
Trichloressigsäure ++++  Quantitative Fällung  (Denaturierung) 
Polymerzugabe  ++ 
Durch z.B. Polyethylenimin 
zur Fällung von Nukleinsäu-
ren und stark negativ gelade-
ner Proteine  
a
 Die Denaturierung gibt die Heftigkeit der veränderten Bedingung auf die Mehrzahl der Pro-
teine wieder, hierbei singt die Wahrscheinlichkeit einer möglichen Anwendung mit der An-
zahl an (+) 
b
 Die Selektivität gibt den allgemeinen Effekt der Fällungsmethode in der Aufreinigung wie-
der, hierbei erhöht sich der mittlere Aufreinigungsfaktor mit der Anzahl an (+) 
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1.11 Chromatographie 
Chromatographie ist der Oberbegriff für alle Trennverfahren, welche ein Stoffgemisch 
aufgrund unterschiedlicher Interaktionen zwischen einer stationären (Gel) und einer 
mobilen Phase (Laufmittel) trennen können. Erstmals wurde dieses Verfahren 1901 von 
Michail Semjonowitsch Tswett bei der Isolierung pflanzlicher Farbstoffe verwendet und 
beschrieben (Schertz 1929). Mittlerweile ist diese Methode eines der Hauptverfahren in 
der Isolierung und Analytik von organischen Substanzen. Generell kann die Flüs-
sigchromatographie in Dünnschicht-, Papier- und Säulenchromatographie unterteilt 
werden. In der Biotechnologie wird hauptsächlich die Säulenchromatographie zur Tren-
nung von Stoffgemischen verwendet.  
1.11.1 Grundlagen der Säulenchromatographie 
Die stationäre Phase befindet sich bei der Säulenchromatographie in einem zylindri-
schen Rohr. Dieser gelartige Feststoff füllt meist den gesamten Inhalt der Säule aus und 
wird auch als Packungsmaterial bezeichnet. Dieses Packungsmaterial besteht meist aus 
mikroporösen Feststoffteilchen deren spezielle Oberflächenmodifikation bestimmte 
Wechselwirkungen mit der mobilen Phase und deren gelösten Substanzen zulässt. Das 
Laufmittel (mobile Phase) ist eine Flüssigkeit, welche mit einer definierten Geschwin-
digkeit die stationäre Phase umströmt und je nach Art der Chromatographie mit der sta-
tionären Phase interagiert. Gleichzeitig ist die mobile Phase das Lösungsmittel des auf-
zutrennenden Stoffes. Nach der Trennsäule ist ein Detektor lokalisiert, welcher be-
stimmte physikalische Eigenschaften (Absorption oder Streuung von Licht, 
Fluoreszenz, Leitfähigkeit, Viskosität) der durchfließenden Substanzen nachweist. Bei 
präparativen Anwendungen ist ein Fraktionssammler nachgeschalten, welcher die ge-
trennten Substanzen auffängt. Aufgrund der unterschiedlichen Wechselwirkungen zwi-
schen der mobilen und der stationären Phase kann ein Stoffgemisch auf der Trennsäule 
im Flüssigkeitsstrom der mobilen Phase separiert werden. Entscheidend für eine gute 
Trennung ist neben der Durchflussgeschwindigkeit der mobilen Phase ein homogenes 
Bett der stationären Phase (d.h. Luftblasen und Risse müssen vermieden werden). 
Durch verändern der physikochemischen Parameter (wie pH-Wert, Ionenstärke und 
Temperatur) und der Zusammensetzung der mobilen Phase kann die Wechselwirkung 
mit der stationären Phase beeinflusst werden. Da das Stoffgemisch mit der stationären 
Phase interagiert und somit direkt mit der mobilen Phase konkurriert, kann die Tren-
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nung des Stoffgemisches zugunsten der Zielsubstanz verschoben werden. Als Elution 
wird der Vorgang bezeichnet bei der die physikalisch adsorbierten Stoffe von der Säule 
(der stationären Phase) gelöst werden. Hierbei werden die physikochemischen Eigen-
schaften der mobilen Phase so verändert, dass sich die Interaktion mit der stationären 
Phase erhöht, wobei die adsorbierten (gebundenen) Substanzen des Stoffgemisches von 
der Säule verdrängt werden. Während der Elution werden die adsorbierten Stoffe nach 
ihrer Bindungsstärke zur stationären Phase getrennt. Insgesamt kann somit die Säulen-
chromatographie Stoffgemische aufgrund von Unterschieden in der Adsorption zur sta-
tionären Phase (Bindungsselektivität) und aufgrund von Differenzen in der Bindungs-
stärke zur stationären Phase (Elutionsselektivität) auftrennen.  
Die „negative“ Chromatographie trennt nur aufgrund der Bindungsselektivität und stellt 
eine Variante der chromatographischen Reinigung dar. Das Zielprotein wird hierbei 
nicht an der stationären Phase adsorbiert. Somit entspricht der Durchlauf auch gleich-
zeitig der Zielfraktion. Ziel dieser Durchfluss-Verfahrensweise ist es möglichst viele 
Fremdstoffe adsorbieren zu lassen. Häufig findet diese Verfahrensweise Anwendung, 
wenn der Anteil an Zielprotein zu den Verunreinigungen schon sehr groß ist. Nachteilig 
hierbei ist jedoch, dass die Zielproteinfraktion immer verdünnt wird (Kelley et al. 
2008). 
1.11.2 Ionenaustauschchromatographie 
Die Ionenaustauschchromatographie (IEX) ist eine der ältesten und noch immer am 
häufigsten verwendeten Methode zur Trennung von Proteinen. Die Trennung erfolgt 
hierbei aufgrund ihrer unterschiedlichen Oberflächenladung. Bei der IEX befinden sich 
auf der stationären Phase geladene funktionelle Gruppen, welche mit Gegenionen bzw. 
Ladungen aus der mobilen Phase reversibel interagieren und sich dadurch nach außen 
hin neutralisieren (Roos 1999; Staby et al. 2005). Die treibende Kraft zur Adsorption 
von Proteinen ist somit die elektrostatische Wechselwirkung. Beim negativ geladenen 
Kationenaustauscher (CEX) können Kationen (welche positiv geladen sind) an der sta-
tionären Phase adsorbiert werden. Beim Anionenaustauscher (AEX) hingegen ist dieser 
Prozess identisch, mit Ausnahme, dass hier die Ladungsvorzeichen umgekehrt sind. 
Somit besitzt der Anionenaustauscher positiv geladene funktionelle Gruppen als statio-
näre Phase und bindet somit negativ geladene Stoffe aus der mobilen Phase (siehe Ab-
bildung 1-10). Da die Oberflächenladung von Proteinen davon abhängig ist wie weit der 
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pH-Wert vom isoelektrischen Punkt entfernt ist, kann mit Hilfe des pH-Wertes die Bin-
dungsstärke und die Elution von Zielproteinen eingestellt werden. Alternativ kann die 
Elution auch durch Erhöhung der Ionenstärke in der mobilen Phase erzielt werden. So-
mit sind der pH-Wert und die Leitfähigkeit der mobilen Phase entscheidend für die 
Funktionalität eines IEX (Jr et al. 2007).  
Stationäre Phasen bei dieser 
Chromatographiemethode können 
in starke und schwache Ionenaus-
tauscher unterteilt werden. Starke 
IEX Materialien besitzen funkti-
onelle Gruppen, welche unab-
hängig vom pH-Wert der mobilen 
Phase geladen sind. Die La-
dungsdichte eines schwachen 
Ionenaustauschers hingegen ist 
abhängig vom pH-Wert. Insge-
samt zeichnet sich ein IEX durch 
eine hohe Kapazität, chemische 
Beständigkeit, Wiederfindungswerte, Flussraten und Standzeiten aus. Somit prädesti-
niert sich die IEX besonders für eine präparative pharmazeutische Wirkstoffreinigung. 
1.11.3 Hydrophobe Interaktionschromatographie 
Bei einer hydrophoben Interaktionschromatographie (HIC) erfolgt die Trennung von 
Proteinen aufgrund von Wechselwirkungen der unpolaren Oberflächenregionen mit ei-
ner hydrophoben stationären Phase (siehe Abbildung 1-11). Diese Wechselwirkungen 
sind etwa einhundertmal schwächer als elektrostatische Wechselwirkungen. Durch Zu-
gabe von hohen kosmotropen Salzkonzentrationen, ähnlich dem Prinzip der Aussalzung 
(siehe Abschnitt 1.10), wird die Oberflächenspannung der mobilen Phase erhöht und 
teilweise die Hydrathülle der Proteine entfernt, was zu einer Verstärkung der hydropho-
ben Bereiche auf der Oberfläche führt und gleichzeitig die elektrostatischen Wechsel-
wirkungen stark einschränkt (Melander & Horvath 1977). Somit ist das Protein in der 
Lage mit den hydrophoben funktionellen Gruppen auf der stationären Phase zu intera-
gieren. Je hydrophober ein Protein dabei ist desto weniger Salz ist notwendig um eine 
 
Abbildung 1-10: Schematische Darstellung eines 
Anionenaustauschers  
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Adsorption mit der stationären 
Phase herbeizuführen. Daher 
erfolgt die Elution und somit die 
Trennung durch absenken der 
Salzkonzentration innerhalb der 
mobilen Phase (Ochoa 1978; 
Queiroz et al. 2001). Bei der 
HIC ist zu beachten, dass es bei 
einer Temperaturverringerung 
zu einer Schwächung der hyd-
rophoben Wechselwirkungen 
kommt. Der Einfluss des pH-
Wertes hingegen lässt keine 
allgemein gültige Aussage zu und muss empirisch je nach Anwendung ermittelt werden. 
Jedoch bietet der isoelektrische Punkt des jeweiligen Zielproteins einen guten Ansatz-
punkt, da hier die Oberflächenladung nach außen hin neutral ist. Entscheidend bei der 
HIC ist die Identifikation der jeweiligen optimalen Kombination mit der Hydrophobizi-
tät der jeweiligen stationären HIC-Matrix und der Satzart sowie deren Konzentration. 
Bei zu starker Adsorption des Zielproteins ist es oft nicht mehr möglich eine vollständi-
ge Elution durchzuführen ohne Anteile des Zielproteins zu denaturieren (To & Lenhoff 
2007). Die HIC besitzt zwar ebenfalls eine hohe chemische Beständigkeit und Stand-
zeit, jedoch sind die durchschnittlichen Flussraten, die Kapazität und die Wiederfin-
dungswerte in der Regel geringer einzuordnen als die der IEC.  
1.11.4 Affinitätschromatographie 
Die Affinitätschromatographie ist, wie der Name schon andeutet, eine sehr spezifische 
Methode zur Isolierung von Substanzen und entspricht sehr häufig einer biologisch re-
levanten Interaktion (Cuatrecasas et al. 1968 und 1970). Hierbei wird ein Analyt, zum 
Beispiel ein bestimmtes Protein, mit Hilfe eines geeigneten immobilisierten Liganden 
(Bindungspartners) sehr spezifisch erkannt und gebunden (siehe Abbildung 1-12). Da 
diese Bindung mit sehr hoher Affinität erfolgt stellt dieses Verfahren eine der leistungs-
fähigsten und zukunftsträchtigsten Trennmethoden dar (Wilchek & Miron 1999). Ist die 
Affinität zwischen Ligand und Protein jedoch zu hoch werden zur Elution oft harsche 
Bedingungen benötigt, welche nicht selten zu einer Denaturierung der adsorbierten 
 
Abbildung 1-11: Schematisch dargestellte HIC 
Die rot gekennzeichneten Bereiche stellen die hydro-
phoben Bereiche dar 
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Zielsubstanzen führt. Zusätzlich ist die Entwicklung, Produktion und Etablierung eines 
solchen Chromatographiematerials sehr aufwendig. Hinzu kommt noch die Tatsache, 
dass diese Materialien chemisch nicht sehr stabil sind und somit nur eine relativ kurze 
Standzeit aufweisen. Das heißt, der immobilisierte Ligand löst sich im Laufe der Zeit 
von der stationären Phase und verunreinigt dadurch in einem gewissen Maße die Eluti-
on. Diese Säulen sind oft sehr kostenintensiv und finden somit hauptsächlich im kleine-
ren Labormaßstab ihre Anwendung. Ausnahmen stellen die Immunglobulin-bindenden 
Proteine dar, welche in der pharmazeutischen Industrie großtechnisch zur Reinigung 
von Antikörpern verwendet werden (Hage 1999). Besonders Protein-A aus Staphy-
lococcus welches spezifisch an den Fc-Teil von IgG bindet wurde in den vergangenen 
30 Jahren soweit modifiziert und angepasst (Hober et al. 2007; Darcy et al. 2011), dass 
es mittlerweile fast ausschließlich genutzt wird um monoklonale Antikörper zu reinigen 
(Siehe Abschnitt 1.1.1). Da jedoch viele Antikörperfragmente (wie das scFv) keinen Fc-
Teil aufweisen, kann hier die Protein-A Chromatographie nicht angewendet werden. 
Eine Alternative stellt hierbei das Protein-L dar. Diese Proteine wurden aus pathogenen 
Mikroorganismen isoliert und stellen ein Bestandteil ihres Tarnungsmechanismus vor 
den humanen Immunsystem da. Aus 
diesem Grunde müssen die von der Säu-
le „blutenden“ Liganden nachweislich 
im gereinigten Produkt (den Antikör-
pern) unter einem gewissen Grenzwert 
liegen. Da jedoch die außergewöhnlich 
hohe Auflösung der Affinitätschroma-
tographie viele Reinigungsschritte ein-
sparen kann und gleichzeitig hohe Wie-
derfindungswerte und eine hohe Rein-
heit gewährleistet, wird diese Methode - 
trotz einiger Nachteile - immer häufiger 
industriell eingesetzt (Gottschalk 2009).  
Eine spezielle Form der Affinitätschromatographie stellt die Immobilisierte-
Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC) dar (Terpe 2007). Eine der am häufigs-
ten angewendeten IMAC überhaupt wird eingesetzt um poly-Histidin-fusionierte Prote-
ine zu isolieren. Dabei wird die hohe Affinität des Nitrilotriessigsäure-Chelatkomplexes 
(Ni-NTA) mit Nickel als Zentralion ausgenutzt. Dieses Verfahren wird in großem Um-
 
Abbildung 1-12: Schematisch dargestellte 
Affinitätschromatographie 
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fang bei der qualitativen Herstellung von rekombinanten Proteinen hauptsächlich im 
Labormaßstab verwendet. Ein solcher tag am Zielprotein erlaubt ein weitestgehend un-
abhängiges einheitliches Reinigungsverfahren und erspart dadurch eine langwierige 
Entwicklung einer spezifischen Reinigungsstrategie. In der pharmazeutischen Industrie 
findet dieses Verfahren nicht sehr oft Verwendung, da entweder der physiologische Ein-
fluss des tags als unbedenklich nachgewiesen werden muss oder alternativ dazu eine 
proteolytische Spaltung des tags erfolgen muss, um den Wirkstoff in der nativen Form 
zu erhalten (Block et al. 2009).  
1.11.5 Mixed Mode Chromatographie 
Diese relativ neuartige Reinigungsme-
thode bedient sich mehrerer Arten von 
Interaktionen zwischen der stationären 
und mobilen Phase. Diese Art der 
Chromatographie stellt somit eine 
Kombination oder Mischform von 
schon existierenden Adsorptionsme-
thoden und -verfahren dar (Zhao et al. 
2009). Obwohl die entstehenden In-
teraktionen, aufgrund ihrer Komplexi-
tät, hierbei nur sehr schwer im Detail 
vorhergesagt und verstanden werden 
können, entstanden in den letzten Jah-
ren erfolgreiche, neue Anwendungs-
felder für diese Arten der Chromato-
graphie (Gilar et al. 2008; Kaleas et al. 2010). Eine interessante Mixed Mode Chroma-
tographie (MMC) ist die Mischung aus IEX und HIC, welche den natürlichen Interakti-
onen zwischen Biomolekülen unter physiologischen Bedingungen am nächsten kommt. 
Somit bietet diese MMC die Möglichkeit Proteinlösungen aufgrund von elektrostati-
schen und hydrophoben Wechselwirkungen unter nativen Umgebungsbedingungen zu 
reinigen (Chung et al. 2010). Aufgrund dieser Kombination verhält sich die MMC häu-
fig ähnlich wie ein IEX, welcher jedoch wesentlich höhere Konzentrationen an gelösten 
Ionen für eine Trennung toleriert. Somit besitzt die MMC neben dem pH Wert mit der 
Ionenstärke einen zusätzlichen Freiheitsgrad, welcher für die Adsorptionseigenschaften 
 
Abbildung 1-13: Schematisch dargestellte 
MMC 
elektrostatische Wechselwirkung dargestellt 
durch plus und minus 
hydrophobe Wechselwirkung dargestellt durch 
rot markierte Bereiche 
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von Proteinen herangezogen werden kann und verleiht der MMC eine hohe Selektivität 
(Nfor et al. 2010; Holstein et al. 2012). 
 
In der Entwicklung und Verwendung von MMC-basierenden Verfahren spielt das Cal-
cium-Phosphat-Mineral Hydroxylapatit (HA) eine besondere Rolle, welches eine der 
biologischen Grundsubstanzen von Knochen und Zähnen bildet, da dieses Mineral 
schon vor über 50 Jahren in der Protein-Chromatographie beschrieben wurde 
(Gorbunoff 1984). Jedoch konnte das HA lange Zeit nur im Batch-Verfahren genutzt 
werden, da das Mineral physikalisch und chemisch zu instabil war, um in der Säulen-
chromatographie verlässlich eingesetzt zu werden. Erst nachdem keramische HA-
Materialien (CHT™) entwickelt wurden konnte sich diese Chromatographiemethode 
industriell etablieren. Mittlerweile wird das CHT™ hauptsächlich bei der Aggregatent-
fernung in der industriellen Reinigung von monoklonalen Antikörpern eingesetzt. Zu-
sätzlich konnte mit Hilfe der CHT™ erfolgreich DNA, Wirtzellprotein und LPS abgerei-
chert werden (Ongkudon et al. 2012; Premsukh et al. 2011; Gagnon 2012). Bei der Ad-
sorption an CHT™ handelt es sich um eine kompetitive Mischung aus 
Kationenaustauscher (CEX) und Immobilisierte-Metallionen-Affinitätschromatographie 
(IMAC). Aus Stabilitätsgründen sollte bei der Anwendung ein pH-Wert kleiner als 6,5 
sowie Phosphatkonzentrationen von unter 5 mM unbedingt vermieden werden. Die Ab-
bildung 1-14 veranschaulicht die Funktionsweise des CHT™ in der Interaktion mit orga-
 
Abbildung 1-14: Schematische Darstellung der Funktionsweise von CHT™ 
Zusammenspiel zwischen den elektrostatischen Interaktionen (Kationenaustauscher) und der 
Kalziumvermittelten Adsorption (IMAC) von positiv und negativ geladenen Seitenketten 
von Proteinen  
Darstellung basiert auf  (Ng et al. 2008) 
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nischen Molekülen. Eine Art der IMAC, mit den Kalziumionen auf der Oberfläche des 
CHT, erfolgt mit negativ geladenen Carboxyl- und Phosphatgruppen. Hierbei werden 
hauptsächlich DNA und saure Proteine (pI < pH), wie z.B. Albumin, von der Matrix 
adsorbiert. Durch Zugabe von hohen Konzentrationen an Natriumchlorid kann die elekt-
rostatische Interaktion erheblich reduziert werden. Die Elution erfolgt in diesem Fall 
ausschließlich durch Erhöhung der Phosphatkonzentration in der mobilen Phase. Basi-
sche Proteine (pI > pH) jedoch interagieren hierbei hauptsächlich mit den Phosphat-
gruppen der CHT-Matrix. Für eine Adsorption sollte die Natriumchloridkonzentration 
so niedrig wie möglich sein und die Phosphatkonzentration so weit angehoben werden, 
dass das Zielprotein gerade noch adsorbiert wird. Die Elution erfolgt durch Erhöhung 
der Ionenstärke in der mobilen Phase (Cummings et al. 2009). Da organische Verbin-
dungen häufig negative und positive Oberflächenladungen gleichzeitig aufweisen und 
die verschiedenen Adsorptionsmechanismen von CHT nicht vollständig voneinander 
entkoppelt werden können sind empirische Bindungsstudien Voraussetzung für eine 
erfolgreiche Anwendung.  
1.11.6 Größenausschuss-Chromatographie 
Die Größenausschluss-Chromatographie (oder auch Gel-Permeations-Chromatographie 
genannt) ist eine spezielle Art der Säulenchromatographie, bei der alle gelösten Inhalts-
stoffe nach ihrem hydrodynamischen Volumen (ihrer Größe) separiert werden. Der 
Trenneffekt beruht auf Unterschiede im Diffusionsvolumen und nicht auf Adsorption 
zwischen der mobilen und der stationären Phase. Die stationäre Phase der Größenaus-
schluss-Chromatographie (SEC) besteht aus einer porösen Matrix, welche es den Analy-
ten erlaubt in die Poren hineinzuwandern. Dadurch vergrößert sich das Diffusionsvolu-
men antiproportional zur Größe des Analyten. Somit verringert sich die Verweilzeit 
(Retentionszeit) in der Säule mit der Größe der Analyten. Da kleineren Molekülen ein 
größeres Volumen zur Diffusion zur Verfügung steht, benötigen sie mehr Zeit die Säule 
zu durchqueren als größere Moleküle. Die SEC ist aufgrund der nativen und universel-
len Einsetzbarkeit hervorragend für analytische Trennungen mittels einer HPLC geeig-
net. Die Verwendung einer konstanten mobilen Phase erlaubt die Verwendung von sehr 
empfindlichen Detektionsmethoden (wie zum Beispiel: dynamische Lichtstreuung, Vis-
kosität, Leitfähigkeit, Brechungsindex) (Wen et al. 1996). Aufgrund der nativen Bedin-
gungen können hierbei Aggregate und Größe des Zielproteins nachgewiesen werden 
(Bond et al. 2010). Gegen eine präparative Nutzung dieser Chromatographie spricht 
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eine geringe Produktivität, bedingt durch eine Probenkapazität von 1 - 3 % des Säulen-
volumens (CV). Somit findet die SEC in der Wirkstoffherstellung der pharmazeutischen 
Industrie nur bei geringen Produktmengen als finaler Reinigungsschritt Verwendung 
(Gagnon 2012; Gottschalk 2009).  
1.12 Querstromfiltration 
Die Querstromfiltration (TFF), auch als Cross-Flow-Filtration bezeichnet, ist eine Me-
thode zur Konzentrierung von wässrigen Lösungen. Die Besonderheit dieser Filtrati-
onsmethode ist, dass das Feed (die zu filtrierende Lösung) tangential über eine Memb-
ran im Kreislauf gepumpt wird. Anders als bei der statischen Filtration (Dead-End-
Filtration) gewährt die Cross-Flow-Filtration durch den quer zur Filterfläche gerichteten 
Flüssigkeitsstrom eine hohe Filterleistung über einen langen Zeitraum (siehe Abbildung 
1-15). Der Aufbau eines Filterkuchens, welcher sich auf der Trennmembran ablagern 
würde, wird dadurch größtenteils verhindert. Jedoch bildet sich an der Grenzschicht 
häufig eine Konzentrationspolarisation auf der Membran aus. Ist dabei die Sättigungs-
konzentration erreicht bildet sich eine zusätzliche membranartige Deckschicht aus, wel-
che die Filtrationsleistung bis zu einem bestimmten Wert reduzieren kann. Entscheidend 
bei jeder Membranfiltration ist die molekulare Ausschlussgrenze (MWCO), welche an-
gibt bis zu welcher mittleren Größe (hydrodynamischen Radius) die Poren der Memb-
ran durchlässig sind. Bei der Mikrofiltration werden Bakterien (MWCO > 7000 kDa) 
und bei der Ultrafiltration (MWCO > 5 kDa) Viren und Proteine von der Membran zu-
rückgehalten. Nachteilig bei der Querstromfiltration ist jedoch der hohe Energieeintrag. 
Um ein Erwärmen der Feed-Lösung 
zu vermeiden ist vor allem in größe-
ren Maßstäben zusätzlich oft eine 
Kühlung erforderlich. 
Im Herstellungsprozess von Bi-
opharmazeutika spielt die Cross-
Flow-Filtration eine maßgebliche 
Rolle, da diese Methode es erlaubt, 
große Mengen und Proteinlösungen 
schonend zu konzentrieren oder per 
 
Abbildung 1-15: Schematische Darstellung 
einer Querstromfiltration 
 
 Einleitung und Grundlagen: Lagerung und Formulierung 35 
 
Diafiltration umzupuffern. Bei der Diafiltration kann ähnlich wie bei der Dialyse die 
Proteinlösung entsalzt bzw. umgepuffert werden, jedoch mit einem sehr viel höheren 
Wirkungsgrad. Im Downstream-Prozess ist eine Umpufferung oft notwendig wenn die 
Lösungsbedingungen (pH, Ionenstärke, Ionenart) zwischen den einzelnen Reinigungs-
schritten angepasst werden müssen (Gottschalk 2009; Abhinav A. et al. 2007). Auf-
grund der relativ hohen Kosten der Membranmodule und des hohen Zeit- und Energie-
aufwandes ist es vorteilhaft in der Prozessführung möglichst wenig Gebrauch von der 
Diafiltration zu machen. Alternativ können zur Konzentrierung und zur Umpufferung 
auch chromatographischen Verfahren im Rahmen des Prozesses herangezogen werden 
(Premsukh et al. 2011).  
1.13 Lagerung und Formulierung 
Nachdem ein Downstream Prozess zu Wirkstoffreinigung entwickelt und etabliert wur-
de rückt die Frage der Lagerung in den Vordergrund. Entscheidend bei einer Lagerung 
über einen längeren Zeitraum ist die Minimierung eines möglichen Aktivitätsverlustes. 
Je nach Stabilität des gereinigten Wirkstoffes können verschiedene Methoden zur Lang-
zeitaufbewahrung herangezogen werden. Voraussetzung für jede Art der Lagerung ist 
die Sterilität und eine möglichst hohe Reinheit der gereinigten Proteinlösung. Je nach 
Anwendung sind auch hier bestimmte Grenzwerte bezüglich der maximalen Verunrei-
nigungen und der Wirkstoffkonzentration zu beachten (siehe Tabelle 1-4). Zusätzlich ist 
bei der Lagerung von pharmazeutischen Wirkstoffen auf eine möglichst einfache Hand-
habung zu achten, um das Risiko von Anwendungsfehlern und Kontaminationen zu mi-
nimieren. Bei intravenöser Applikation muss der Wirkstoff in physiologischer Form 
vorliegen, was häufig mit Hilfe von Phosphat gepufferter Salzlösung (PBS) erfolgt. 
Dieser ganze Vorgang, zur Identifikation der optimalen Lager- und Applikationsbedin-
gungen, wird als Formulierung bezeichnet. 
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1.13.1 Gefriertrocknung 
Die Gefriertrocknung (Lyophilisation) ist ein Sublimationsprozess, welcher es erlaubt 
hochwertige Produkte zu trocken, wobei das Wasser vom festen Aggregatzustand (Eis) 
direkt in den gasförmigen Zustand überführt wird, ohne das zwischenzeitliche Auftreten 
einer flüssigen Phase. Nachdem der in Lösung befindliche Wirkstoff tiefgefroren wurde 
wird anschließend durch Anlegen eines Vakuums der Dampfdruck des Wassers so weit 
erhöht, dass der Aggregatzustand des Lösungsmittels direkt von fest auf gasförmig 
überführt wird. Der Prozess der Rehydratisierung beschreibt den Lösungsvorgang nach 
Zugabe einer definierten Menge an Lösungsmittel. Hierbei sollte der gefriergetrocknete 
Wirkstoff wieder vollständig, ohne Nachteile in der Funktionalität, in Lösung gebracht 
werden. Diese Rückführung in den gelösten Zustand ist ausschlaggebend für eine einfa-
che und erfolgreiche Anwendung und wird gesteuert über die Formulierung. Der Ver-
lust der stabilisierenden Hydrathülle, insbesondere der Wasserstoffbrückenbindungen, 
kann durch Zugabe von stabilisierenden Verbindungen (Zucker, Aminosäuren, Salze) 
kompensiert werden.  
1.14 Zielsetzung 
Im Rahmen des BMBF-Projekts „Entwicklung und Erprobung von optimierten Trenn-
verfahren und -materialien für die Reinigung und Herstellung von polymermodifizierten 
Proteinen“ war das Ziel dieser Arbeit die Entwicklung eines Prozesses zur Herstellung 
von pharmazeutisch relevanten PEGylierten Proteinen. Dieses modifizierte Protein soll 
anschließend als praxisnahe Alternative zu den gängigen Standardproteinen (Lysozym 
Tabelle 1-4: Grenzwerte zur Herstellung von Wirkstoffen 
Wirt-spezifische Verun-
reinigung Grenzwert Massenanteil 
DNA < 330 pg/mg < 0,000033 % 
Proteine < 100 ng/mga < 0,01 % 
Endotoxine (LPS) < 25 EU/mg  (< 2,5 ng/mg)b < 0,00025 % 
a
 Grenzwert an Hostzellprotein variiert teilweise stark je nach Produkt und Prozess 
b
 Endotoxin Grenzwert ist abhängig von der Wirkstoffverabreichung  
 (intravenös: 5EU/kg Körpergewicht / h) 
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und BSA) bei der Forschung und Entwicklung neuer Trennmethoden und Materialien 
herangezogen werden können.  
Der zu entwickelnde Prozess sollte möglichst einfach und kostengünstig aufgebaut sein 
und sich leicht an eine größere Produktion an einem anderen Standort anpassen lassen, 
um eine erhöhte Nachfrage decken zu können (scale-up fähig). 
Als pharmazeutisch relevantes Protein wurde das scFv-hu225 ausgewählt, welches zu-
vor an der Universität Stuttgart im Institut für Zellbiologie und Immunologie in der Ar-
beitsgruppe Kontermann entwickelt wurde.  
Als Produktionssystem sollte der Escherichia coli BL21(DE3) rha- mit einem neuartigen 
Rhamnose-Induktionsmechanismus herangezogen werden.  
Im ersten Schritt sollte die Produktion vom Schüttelkolben in den Fermenter verlagert 
werden, um genügend Material zur Identifizierung und Etablierung einer Produktquanti-
fizierung herzustellen. Die Etablierung einer verlässlichen Quantifizierungsmethode, 
welche die Voraussetzung für eine Optimierung der Produktion und zur Entwicklung 
einer präparativen Reinigung sind, stellt das erste wichtige Ziel in dieser Arbeit dar.  
Im Anschluss sollte die Produktivität in der Hochzelldichtefermentation kontinuierlich 
verbessert und die Eigenschaften der periplasmatischen Produktion und Induktion un-
tersucht werden. Zur Identifikation der produktspezifischen Eigenschaften sollte parallel 
die Darstellung initialer Mengen an Zielprotein (scFv-hu225) erfolgen. Dieses sollte als 
interner Standard für die weitere Entwicklung Verwendung finden. 
Als dritter und hauptsächlicher Arbeitsschwerpunkt sollte ein präparativer Downstream 
Prozess entwickelt werden. Als Ziel dieser Entwicklung sollte ein möglichst quantitati-
ver, präparativer und praxisnaher Reinigungsprozess stehen (konform zum GMP).  
Im letzten Schritt sollte die PEGylierung und deren Derivattrennung, aus der von Frau 
Dr. Moosmann parallel durchgeführten Arbeit, übernommen und an den bis dahin ent-
wickelten scale-up Prozess angepasst werden.  
Das finale PEGylierte Zielprotein sollte möglichst keine verringerte biologische Affini-
tät zum Antigen (EGFR) aufweisen sowie nachweislich eine bessere Pharmakokinetik 
im Vergleich zum nicht-PEGylierten Wirkstoff besitzen.   
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2 Material und Methoden 
In diesem Kapitel werden die in der Arbeit verwendeten Methoden dargestellt und die 
verwendeten Gerätschaften und Materialien gelistet.  
2.1 Lösungen und Chemikalien 
2.1.1 Antikörper 
Tabelle 2-1: Verwendete immunologische Nachweisreagenzien 
Antikörper/Affinitätsprotein Hersteller Verdünnung in PBS/T 
anti–c-myc clone 9E10 #MA1-980, Maus/IgG Pierce 1:1000 
anti-His mAb #MA1-21315-HRP, Maus/IgG2b Pierce 1:2000 
HRP-Protein-L #M00098, Peptostreptoccocus 
magnus GenScript 1:5000 
polyklonal anti-Maus-IgG, AP-konjugiert, Zie-
ge/IgG Sigma-Aldrich 1:25000  
anti-His mAb FITC- konjugiert, Maus/IgG1 Dianova 1:300 
 
2.1.2 Kultur Medien 
Tabelle 2-2: Übersicht der verwendeten Kulturmedien  
Bezeichnung Zusammensetzung 
LB-Miller Medium 
5 g/L Hefeextrakt; 10 g/L Trypton; 10 g/L NaCl; 
100 mg/L Ampicillin, pH 7,5 
LB-Agar Platten  15 g/L Agar Agar, LB-Miller Medium 
Minimalmedium Vorkultur 
1 g/L di-Ammoniumhydrogencitrat; 2 g/L Natriumsul-
fat; 2,68 g/L Ammoniumsulfat; 0,5 g/L Ammonium-
chlorid; 14 g/L di-Kaliumhydrogenphosphat; 4 g/L 
Natrium di-Hydrogenphosphat Monohydrat; 11 g/L 
Glukose Monohydrat; 0,5 g/L Magnesiumsulfat Hep-
tahydrat; 0,01 g/L Thiamin; 0,1 g/L Ampicillin; 
3 mL/L Spurenelementlösung, pH 7.4 
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Bezeichnung Zusammensetzung 
Minimalmedium Hauptkultur 
1 g/L di-Ammoniumhydrogencitrat; 2 g/L Natriumsul-
fat; 2,68 g/L Ammoniumsulfat; 0,5 g/L Ammonium-
chlorid; 14 g/L di-Kaliumhydrogenphosphat; 4 g/L 
Natrium di-Hydrogenphosphat Monohydrat; 27,5 g/L 
Glukose Monohydrat; 0,5 g/L Magnesiumsulfat Hep-
tahydrat; 0,01 g/L Thiamin; 0,1 g/L Ampicillin; 
3 mL/L Spurenelementlösung, pH 7.4 
Spurenelementlösung 
0,1 g/L MnSO4 × H2O; 0,16 g/L CuSO4 × 5H2O; 
0,18 g/L CoCl2 × 6H2O; 0,18 g/L ZnSO4 × 7H2O; 
0,5 g/L CaCl2; 16,7 g/L FeCl3 × 7H2O; 20,1 g/L Na2–
EDTA 
Zufütterungslösung 1a (mini-
mal) 
480 g/L Glukose Monohydrat; 23,5 g/L Magnesi-
umsulfat Heptahydrat; 120 mL/L Spurenelementlö-
sung; 0,6 g/L Thiamin 
Zufütterungslösung 1b (kom-
plex) 
362 g/L Glukose Monohydrat; 100 g/L Hefeextrakt; 
17,6 g/L Magnesiumsulfat Heptahydrat; 90 mL/L Spu-
renelementlösung; 0,45 g/L Thiamin 
Zufütterungslösung 2 75 g/L di-Ammoniumhydrogenphosphat 
 
2.1.3 Puffer und Lösungen 
Tabelle 2-3: Übersicht der verwendeten Puffer und Lösungen  
Bezeichnung Zusammensetzung 
osmotischer Schock Puffer 
36 % Sucrose; 2,5 mM EDTA; 20 mM Phosphat  
Puffer pH 7 
MMC Laufpuffer 
225 mM NaCl; 0,05% Tween20; 40 mM Phos-
phat/Citrat Puffer pH 5,5 
MMC Waschpuffer 10 mM NaCl; 30 mM Natrium-Phosphat Puffer pH 7,0 
MMC Elutionspuffer 10 mM NaCl; 30 mM Natrium-Phosphat Puffer pH 8,0 
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Bezeichnung Zusammensetzung 
CIP 0,5 M NaOH 
nAEX Laufpuffer 10 mM NaCl; 30 mM Natrium-Phosphat Puffer pH 8.1 
CEX Laufpuffer 10 mM NaCl; 30 mM Phosphat/Citrat Puffer pH 5,5 
CEX Waschpuffer 50 mM Acetatpuffer pH 5,5 
CEX Elutionspuffer 500 mM NaCl; 50 mM Acetatpuffer pH 5,5 
nCHT Laufpuffer 
200 mM NaCl; 10 mM Natrium-Phosphat Puffer 
pH 6,5 
PEGylierungspuffer 
250 mM NaCl; 20 mM Natriumcyanoborhydrid; 
50 mM Acetatpuffer pH 6,0 
HIC Laufpuffer 
0,6 M Ammoniumsulfat; 2,1 M NaCl; 40 mM Natri-
um-Phosphat Puffer pH 7 
HIC Elutionspuffer 40 mM Natrium-Phosphat Puffer pH 7 
wCEX Laufpuffer 50 mM Arginin; 30 mM Acetatpuffer pH 4,0 
wCEX Elutionspuffer 1 M Arginin; 30 mM Acetatpuffer pH 4,0 
Formulierung 100 mM Mannitol; PBS pH 7,4 
PBS 
137 mM NaCl; 3 mM KCl; 10 mM di-Natrium-
hydrogenphosphat; 2 mM Kalium-dihydrogenphosphat 
pH 7,4 
PBS-T PBS mit 0,1 % (v/v) Tween 20 
Blocklösung 5 % Magermilchpulver in PBS 
HRP Färbelösung 0.1 % Diaminobenzidin in PBS 
AP Färbelösung 
100 mM NaCl; 5 mM MgCl2; 100 mM Tris-HCl, pH 
9.5 
PLC Laufpuffer 
150 mM NaCl; 20 mM Natrium-Phosphat Puffer pH 
7,0 
PLC Elutionspuffer 100 mM Phosphat/Citrat Puffer pH 2,5 
Lyophilisationspuffer 1 10 mM Acetate Puffer pH 4 
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Bezeichnung Zusammensetzung 
Lyophilisationspuffer 2 40% Saccharose, 20 mM Acetate Puffer pH 4 
Lyophilisationspuffer 3 10 mM Acetate Puffer pH 4 
SE-HPLC Laufpuffer 
100 mM Natriumsulfat; 0,05 % Natriumazid; 100 mM 
Natrium-Phosphat Puffer pH 6,7 
SE-HPLC-CIP 1 0,5 M Natriumsulfat; 20 mM Acetatpuffer pH 2,8 
SE-HPLC-CIP 2 20% Methanol 
SE-HPLC-CIP 3 1% SDS; 6 M Guanidin  
CEX-HPLC Laufpuffer 20 mM Acetatpuffer pH 4,5 
CEX-HPLC Elutionspuffer 1 M NaCl; 20 mM Acetatpuffer pH 4,5 
CEX-HPLC CIP 1 M NaOH 
2.2 Geräte und Materialien 
Tabelle 2-4: Übersicht der verwendeten Geräte  
Gerätename Hersteller Land Anwendung 
3 L Fermenter Bioengineering AG Schweiz, Wald Fermentation 
30 L Fermenter Bioengineering AG Schweiz, Wald Fermentation 
323 E/D Pumpe Watson-Marlow Pumps Group UK, Falmouth 
peristaltische  
Pumpe 
ÄKTApurifier 10 GE Healthcare UK, Little Chalfont FPLC  (vmax 10 mL/min) 
ÄKTApurifier 100 GE Healthcare UK, Little Chalfont FPLC  (vmax 100 mL/min) 
Alpha 1-4 LSC 
Martin Christ  
Gefriertrocknungs-
anlagen GmbH 
Deutschland,  
Osterode am Harz Lyophilisator 
Avanti® J-26XP Beckman Coulter Inc. USA, CA, Brea Zentrifuge 
Avanti® J-30I Beckman Coulter Inc. USA, CA, Brea Zentrifuge 
Biofuge fresco Heraeus Holding GmbH Deutschland, Hanau Tischzentrifuge 
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Gerätename Hersteller Land Anwendung 
Cytomics FC500 Beckman Coulter Inc. USA, CA, Brea FACS 
Destamat® Bi 18E Heraeus Holding GmbH Deutschland, Hanau 
Quarzglas Bi-
Destillationsanlage 
Endosafe® -PTS Charles River  Laboratories Inc. 
USA, MA,  
Wilmington LAL Test Gerät 
GH110 WIX-FILTRON Sp. 
z o.o. 
Polen, Gostyń X-Flow 
iBlot Invitrogen AG USA, CA, Carlsbad Dry Blotting  System 
Infinite F200 Tecan Group Ltd. Schweiz,  Männedorf 
MTP Multidetekti-
ons Reader 
InLab® 408 Mettler Toledo In-ternational Inc. 
Schweiz,  
Greifensee pH Elektrode 
Kern ABT Kern & Sohn GmbH 
Deutschland,  
Balingen Analysewaage 
Kern EW Kern & Sohn GmbH 
Deutschland,  
Balingen Präzisionswaage 
LaboTRACE  
compact 
TRACE Analytics 
GmbH 
Deutschland, 
Braunschweig 
Glukose/Laktat 
Analysator 
LF 521 WTW GmbH Deutschland,  Weilheim Konduktometer 
LKB Multiphor II Pharmacia AG Schweden, Uppsala IEF Laufkammer 
MB35 Halogen Werne & Thiel  
sensortechnic GbR 
Deutschland, 
Wutöschingen 
Feuchtigkeitsanaly-
sator 
MixMate Eppendorf AG Deutschland,  Hamburg MTP Schüttler 
Model 200/2.0 Bio-Rad  Laboratories, Inc. USA, CA, Hercules 
Netzteil  
Stromwandler 
MPT-2 Malvern Instru-
ments UK, Malvern 
Automatischer  
Titrator 
Multifuge 3 L-R Heraeus Holding GmbH Deutschland, Hanau Zentrifuge 
Multiron Infors AG Schweiz,  Bottmingen Schüttelinkubator 
NanoDrop 1000 Thermo Scientific, Inc. 
USA, MA, 
Waltham Spectrophotometer 
Osmomant 030 Gonotec GmbH Deutschland, Berlin 
Einzelproben-
Gefrierpunkt-
osmometer 
pH 530 WTW GmbH Deutschland,  Weilheim pH Meter 
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Gerätename Hersteller Land Anwendung 
Research  
Pipettensatz Eppendorf AG 
Deutschland,  
Hamburg Kolbenhubpipetten 
Rocking Platform VWR International USA, PA, Radnor Schüttler 
Rotanta 460 RF Andreas Hettich GmbH & Co. KG 
Deutschland,  
Tuttlingen Zentrifuge 
Sonoplus HD200 
BANDELIN elec-
tronic GmbH & Co. 
KG 
Deutschland, Berlin Ultraschall-Homogenisator 
SpectaSystem Thermo Separation Products 
USA, MA, 
Waltham HPLC 
Thermostat 5320 Eppendorf AG Deutschland,  Hamburg Thermoschüttler 
Variolab Mobilien 
W90 
WALDNER  
Holding GmbH & 
Co. KG 
Deutschland,  
Wangen 
Sicherheitswerk-
bank (Klasse 2) 
Viscotek GPC/SEC Malvern  Instruments UK, Malvern 
GPC/SEC-
Multidetektor-
system 
XCell4 Surelock 
Midi-Cell Invitrogen AG USA, CA, Carlsbad 
SDS-PAGE  
Laufkammer 
Zetasizer Nano-ZS 
ZEN3600 
Malvern  
Instruments UK, Malvern 
Zetapotenzial  
Analyse 
2.3 Mikrobiologische Methoden 
Um eine Kontamination mit Fremdkeimen zu vermeiden erfolgten alle in diesem Ab-
schnitt aufgeführten Arbeitsschritte und Methoden unter aseptischen Bedingungen (zum 
Beispiel durch Nutzung einer Sterilbank). 
2.3.1 Lagerung der Mikroorganismen 
Zur langfristigen Lagerung der Mikroorganismen wurde jeweils eine Zellbank mit Hilfe 
von Glycerinstocks angelegt, welche bei -80 °C tiefgefroren wurden. Hierfür wurden 
jeweils 0,6 mL einer in Vollmedium logarithmisch wachsenden Schüttelflaschenkultur 
(OD600 = 0,5 bis 1,0) in Cryovials pipettiert. Diese wurden zeitnah mit 0,4 mL einer ste-
rilen 80 % (v/v) Glycerinlösung versetzt und gevortext. Die Cryovials mit dem Zell-
Glyceringemisch wurden mit Hilfe von flüssigem Stickstoff schockgefroren. Pro Ar-
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beitszellbank wurden etwa 20 bis 30 Vials und für eine Forschungszellbank 5 bis 10 
Vials eingefroren.  
Zur kurzfristigen Lagerung (bis zu 2 Wochen) wurden Mikroorganismen aus einer Flüs-
sigkultur auf LB-Agar Platten ausgestrichen und bei 37 °C für 16 - 24 h inkubiert. Die 
anschließende Lagerung erfolgte bei 4 °C.  
2.3.2 Schüttelkolbenversuche / Vorkultur 
Für eine Kultivierung von E. coli im Schüttelkolben - aus der Cryokultur bzw. von einer 
LB-Agar-Platte - wurde ausschließlich LB-Medium mit den entsprechenden Medium-
zusätzen verwendet. Hierbei erfolgte die Kultivierung bei 30° - 37°C über Nacht. Von 
dieser Starterkultur wurden jeweils 1 mL als Inokulum, für Schüttelkolbenversuche oder 
für eine Vorkultur, verwendet. Hierbei betrug das Flüssigkeitsvolumen 10 - 20 % des 
Gesamtvolumens des jeweils eingesetzten Schüttelkolbens. Um einen ausreichend ho-
hen Sauerstofftransfer zu gewährleisten wurden ausschließlich Schüttelkolben mit Schi-
kanen verwendet. Als Inokulum wurden Vorkulturen eingesetzt, welche sich in der lo-
garithmischen Wachstumsphase befanden und Zelldichten von etwa 2 AU (OD600) 
aufweisen, wobei der Volumenanteil des Inokulums zwischen 5 - 10 % lag. 
2.3.3 Fermentation 
Für die Produktion von größeren Mengen an scFv hu225 wurden Hochzelldichte-
Kultivierungen in 3 L bzw. 30 L Edelstahl-Fermentern der Firma Bioengineering AG 
(Wald, Schweiz) durchgeführt. Die gesamte Durchführung der Fermentation orientierte 
sich hauptsächlich am Up-Stream-Prozess von Wilms et al. (2001). Die Begasungsrate 
sowie die Rührerdrehzahl wurden via Kaskadenregelung eingestellt, um die gelöste 
Sauerstoffkonzentration größer als 30 % zu halten. Durch geregelte Zugabe von 25 % 
Ammoniumhydroxid-Lösung wurde der pH-Wert auf 6.8 gehalten. Das anfängliche Bi-
omassewachstum wurde im Batch-Verfahren bei 30 - 37 °C durchgeführt. Nachdem die 
Batch-Glukose-Konzentration vollständig metabolisiert war - wodurch der pO2-Wert 
schlagartig ansteigt - wurde die Fed-Batch-Phase gestartet. Hierbei wurde mittels expo-
nentieller Glukosezugabe die Wachstumsrate der Biomasse µ soll kontrolliert (Feed-
Forward Strategie). Mit Hilfe der Formel I wurden die Zufütterungsflussraten F(t) [L/h] 
der Feed-Pumpen berechnet. Diese sind abhängig vom Ausbeutekoeffizient YX/S 
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[= 0,44 gBTM/gGlc], dem Grundumsatzkoeffizient m [ = 0,04 gGlc/gBTM/h], dem Fermenta-
tionsvolumen V0 [= 2 L bzw. 8 L] sowie von der Glukosekonzentration innerhalb der 
Zufütterungslösung cs0 [= 480 g/L bzw. 362 g/L] und von der Biomassekonzentration 
cx0 [gBTM/L], welche jeweils ermittelt werden musste.  
Sobald die gewünschte Biomassekonzentration (OD600 von 80 bis 120) erreicht, oder 
das Ende der Fermentation erkennbar wurde, konnte die Produktbildungsphase gestartet 
werden. Hierfür wurde die Temperatur auf 30 °C und die Wachstumsrate auf 0,1 h-1 
eingestellt. Sobald das System sich den Soll-Werten angepasst hatte, erfolgte die Induk-
tion des rhaBAD Expressionssystem (siehe Abschnitt 1.6) durch Zugabe von 2 g/L 
Rhamnose. Nach vier Stunden Induktionszeitraum wurde die Fermentation beendet und 
die Ernte gestartet.  
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2.3.4 Biomassebestimmung 
Die Bestimmung der Biomasse erfolgte mit Hilfe eines Photometers, welches die Ad-
sorption der Bakterien bei einer Wellenlänge von 600 nm bestimmte. Die Messung er-
folgte als Dreifachbestimmung innerhalb einer Verdünnungsreihe, wobei nur Messwerte 
von 0,1 bis 0,8 Adsorptionseinheiten verwendet wurden. Dabei entspricht 1 AU bei 
600 nm etwa einer E. coli Zellzahl von 1 × 109 pro mL. Um die Zelldichte in Biomasse 
umrechnen zu können wurde die Biotrockenmasse mittels eines Feuchtigkeitsanalysa-
tors (MB35; Werne & Thiel sensortechnic GbR; Wutöschingen; Deutschland) be-
stimmt. Dafür wurde bei einer bestimmten optischen Dichte der Flüssigkeitsanteil einer 
Probe verdampft und das Trockenmassegewicht mit dem vom Filtrat (dem Fermentati-
onsmedium ohne Biomasse) subtrahiert. Mit Hilfe des dabei ermittelten Faktors von 
0,34 gBTM/L/OD600 konnte die Biomasse durch Adsorptionsmessung ermittelt werden. 
2.4 Ernte 
Die Ernte der Biomasse erfolgte direkt nach dem Ende der Fermentation. Dazu wurde 
die Biomasse mittels Zentrifugation (Beckman Avanti J-26 XP Zentrifuge, JLA 8.1 Ro-
tor) in jeweils 6 x 1 L Zentrifugenbechern bei 5000 x g, 4°C und 30 Minuten von der 
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Fermentationsbrühe getrennt. Der Überstand wurde durch Autoklavieren inaktiviert und 
anschließend verworfen. Die feuchte Biomasse wurde aliquotiert, abgewogen und bei -
80 °C eingefroren. Die Aliquoten entsprachen einer Zellfeuchtmasse (ZFM) von 150 bis 
200 g und waren äquivalent zu einem Liter Fermentationsmedium. 
2.5 Modifizierter Periplasmaaufschluss 
Das gefrorene Zellpellet wurde über Nacht bei 4°C langsam aufgetaut. Dafür wurde das 
Pellet im gefrorenen Zustand in einen ausreichend großen Becher überführt. Nachdem 
das Zellpellet aufgetaut war wurde es im gleichen Volumen (w/v) der osmotischen-
Schock-Lösung (hypertonische Lösung) resuspendiert. Anschließend erfolgte unter 
Rühren bei Raumtemperatur eine Inkubationsphase für 10 Minuten. Für den osmoti-
schen Schock wurde die Resuspension rasch in 10 Volumen (v/v) eiskaltem dd-H2O 
(hypotonische Lösung) überführt, wobei eine finale Zellfeuchtmasse-Konzentration von 
0,05 g/mL eingestellt wurde. Zur Äquilibrierung des osmotischen Gleichgewichtes er-
folgte nochmals eine Inkubationsphase bei 4 °C unter Rühren für 15 min.  
Um direkt im Anschluss eine Wirtzellproteinfällung durchführen zu können musste die 
Leitfähigkeit durch Zugabe von 250 mM Natriumchlorid auf etwa 20 bis 25 mS/cm an-
gehoben werden. Durch Zugabe von 10 mM Calciumchlorid wurde das EDTA (vom 
Periplasmaaufschluss) gesättigt und die Mizellenbildung der Endotoxine gefördert. Zu-
sätzlich wurden 5 mM Natriumdihydrogenphosphat als basische Pufferkomponente zu-
gegeben. Durch kontrollierte Zugabe von Citrat (2 M) erfolgte die Wirtzellproteinfäl-
lung, wobei der pH-Wert auf 3,2 (± 0,2) gesenkt wurde. Nach einer Inkubation von 
5 Minuten erfolgte die gemeinsame Trennung der ausgefallenen Proteinanteile und der 
periplasmatisch aufgeschlossenen Zellmasse durch Zentrifugation bei 2500 x g, 4°C und 
20 Minuten (Beckman Avanti J-26 XP Zentrifuge, JLA 8.1 Rotor). Der Überstand wur-
de dekantiert und zur Stabilisierung der gelösten Proteine wurden 25 mM EDTA und 
0,05 % Tween20 hinzugegeben. Durch kontrollierte Zugabe von etwa 5 Volumenpro-
zent 1 M Natronlauge wurde der pH-Wert langsam auf 5,5 (± 0,1) titriert. Um noch vor-
handene Schwebstoffe vom Überstand zu trennen erfolgte eine Tiefenfiltration, gefolgt 
von einer Membranfiltration (0,45 µm). Das Protein/Zellpellet wurde durch Autoklavie-
ren thermisch inaktiviert und anschließend verworfen. 
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2.6 Komplett-Aufschluss 
Ein kompletter Aufschluss der Zellen innerhalb von Fermentationsproben (25 mL) war 
erforderlich um die Produktbildung sowie den Wirkungsgrad des osmotischen Schocks 
zu analysieren. Für einen Komplett-Aufschluss der Zellen wurden jeweils 30 mL Pro-
ben aus dem Fermentationsprozess an verschiedenen Zeitpunkten vor und während der 
Induktion entnommen. Die Biomasse wurde vom Fermentationsmedium durch Zentri-
fugation (15 min bei 4°C und 3200 x g) getrennt. Das Zellpellet wurde im gleichen Vo-
lumen PBS resuspendiert und per Kavitation aufgeschlossen. Dafür wurden die Proben 
initial mit Lysozym (0,5 mg/mL) für 30 min auf Eis vorverdaut. Die Proben wurden 
anschließend auf Eis für jeweils dreimal 10 min mit Ultraschall aufgeschlossen. Eine 
Kontrolle auf Vollständigkeit des Aufschlusses erfolgte per Lichtmikroskopie. 
2.7 Proteinfällung 
Um das unterschiedliche Fällungsverhalten der Wirtzellproteine und des Zielproteins zu 
untersuchen wurden jeweils 25 mL osmotisch aufgeschlossener Zellüberstand in 50 mL 
Polypropylen Röhrchen (Greiner Bio-One GmbH, Art. Nr. 227261) verwendet. In die-
sem wurden jeweils verschiedene Salzarten (NaCl, (NH4)2SO4, Na2SO4) in ansteigenden 
Konzentrationen bei unterschiedlichen pH-Werten gelöst. Der entstandene Niederschlag 
wurde per Zentrifugation (10’ bei 20°C und 3200 x g) pelletiert. Der Unterschied in der 
Proteinkonzentration wurde photometrisch bei 280nm Wellenlänge bestimmt. Zusätz-
lich wurde per SDS-PAGE die Effektivität der Fällung qualitativ ermittelt. Mit Hilfe der 
Protein-L Chromatographie wurde mittels AUC der gelöste Anteil an scFv hu225 quan-
tifiziert.  
Das Zellpellet wurde in PBS intensiv resuspendiert, wenn der Anteil an scFv im Ausfäl-
lungsüberstand verglichen zur Ausgangslösung kleiner als 50 % war. Nach nochmaliger 
Zentrifugation wurde beim Resupensionsüberstand die gleiche Analytik angewendet 
wie beim Fällungsüberstand. Somit konnte die Effektivität der Resuspension ermittelt 
werden.  
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2.7.1 Einsalzungsfällung 
Bei dieser Fällungsmethode wurde das Präzipitationsverhalten bei sehr geringen Leitfä-
higkeiten (Ionenstärke der Lösung) ermittelt (< 3 mS/cm). Dies war möglich, da der 
Überstand direkt nach dem osmotischen Schock hypotonisch war. Hierbei wurde aus-
schließlich der pH-Wert verändert (dargestellt in Abbildung 1-8 als Löslichkeitsbereich 
bei Salzkonzentration kleiner 50 mM). 
2.7.2 pH-Fällung 
Bei der pH-Fällung wurden die Proteine hauptsächlich aufgrund ihrer pH Stabilität de-
naturiert und somit ausgefällt. Hierbei wurden zuvor isotonische Salzkonzentrationen 
eingestellt (Leitfähigkeiten von 10 bis 30 mS/cm), was die Löslichkeit der meisten Pro-
teine im Vergleich zur Einsalzungsfällung deutlich erhöht (dargestellt in Abbildung 1-8 
als optimaler Löslichkeitsbereich bei Salzkonzentration kleiner um 200 mM). Anschlie-
ßend wurde wie bei der Einsalzungsfällung der pH-Wert verändert bis es zu Präzipitati-
onserscheinungen kam. 
2.7.3 Aussalzung 
Bei der Aussalzung treten die Proteine mit den Salzionen in Konkurrenz um das vor-
handene Wasser, welches notwendig für die Löslichkeit und Stabilität der Proteine ist. 
Hierbei verdrängen die Salzionen die Proteine aus der löslichen Phase. Die Proteine 
bilden dabei untereinander Aggregate aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen 
und fallen als Niederschlag aus (dargestellt in Abbildung 1-8 als Löslichkeitsbereich bei 
Salzkonzentration größer 500 mM).  
Durch die Verwendung der Formel II war es möglich die Masse an ausgefallenem Pro-
tein (S) anhand der zugegebenen Salzkonzentration (Cs) und der Steigung (β - Ks) zu 
berechnen. Die Steigung ist hierbei unabhängig von der Temperatur und vom pH-Wert. 
Somit ist die Steigung spezifisch für jedes Protein in Verbindung mit der Art des einge-
setzten Salzes (Trevino et al. 2008).  
Formel II 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2.8 Chromatographie 
Alle verwendeten Chromatographie-Materialien wurden, soweit nicht anders beschrie-
ben, nach Herstellerangeben regeneriert und gelagert. 
2.8.1 Screening und scale-up 
Das anfängliche Screening nach geeigneten chromatographischen Materialien erfolgte 
im Batchverfahren mit Mobicol F Zentifugationseinsätzen (MoBiTec GmbH, Göttin-
gen) für Eppendorf Reaktionsgefäße mit dem Volumen von 1,5 bis 2 mL (Eppendorf 
AG, Hamburg). Hierbei wurden jeweils etwa 200 µL Gelmaterial verwendet. Diese 
wurden unter verschiedenen Bedingungen (pH, Salzgehalt) mit 500 µL osmotischem 
Ausschluss bzw. reinem scFv hu225 beladen und anschließend eluiert. Die Adsorptions-
leistung wurde durch Differenzmessung der Absorption bei 280 nm per NanoDrop 1000 
(PeqLab, Erlangen) zwischen Auftrag, Durchfluss und Elution ermittelt. Bei erfolgrei-
cher Adsorption und Elution im Batchverfahren erfolgte per SDS-PAGE ein quantitati-
ver sowie per Dot-Blot ein qualitativer Vergleich. Vielversprechende Materialien wur-
den mit Hilfe der FPLC (ÄKTApurifier 10) in kleinen Säulen (0,5 bis 2 mL CV) getes-
tet. Hierbei konnten die jeweiligen Bindungs- und Elutionsbedingungen empirisch 
ermittelt und optimiert werden.  
Der CV-scale-up erfolgte hierbei jeweils um den Faktor 10 bis 20 bei konstanter Ver-
weilzeit zwischen der stationären Phase und der mobilen Phase. Die gesamte Entwick-
lung der jeweiligen Chromatographieschritte erfolgte nach dem Grundsatz einer mög-
lichst hohen Wiederfindung (> 90 %) bei optimaler Reinigungsleistung. 
Folgende Materialien wurden im Laufe der vorliegenden Arbeit verwendet: 
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Tabelle 2-5: Übersicht der getesteten Kationenaustauscher 
Gel Hersteller Partikelgröße Funktionelle Gruppe 
  µm  
TSKgel SP-5 PW (20) TOSOH Bioscience 20 M-O-(CH2)3-SO3
-
 
Toyopearl® GigaCap S 
650M 
TOSOH 
Bioscience 50-100 M-O-R’-SO3
-
 
Toyopearl® SP 650M TOSOH Bioscience 40-90 M-O-(CH2)3-SO3
-
 
Toyopearl® GigaCap CM 
650M 
TOSOH 
Bioscience 40-90 M-O-CH2-COO
- 
ProRes S MEDIA Merck  Millipore 60 M-O-R’-SO3
-
 
Fractogel™ EMD SO3 (M) Merck  Millipore 40-90 
M-O-
(CH(CH3)(CH2)2)-SO3- 
Eschmuno™ S Merck  Millipore 50-120 
M-O-
(CH(CH3)(CH2)2)-SO3- 
BioPro™ S75 YMC 75 M-O-(CH2)4-SO3- 
UNOsphere™ S Bio-Rad® 80 M-O-R’-SO3- 
Macro-Prep™ High S Bio-Rad® 50 M-O-R’-SO3- 
Nuvia™ S Media Bio-Rad® 85 M-O-R’-SO3- 
Streamline™ SP Pharmacia Biotech 100-300 M-O-(CH2)3-SO3
-
 
SP-Sepharose Fast Flow GE Life Sci-
ences 
34 M-O-(CH2)3-SO3- 
Darstellung: M steht für stationäre Matrix, R’ steht für eine unbestimmte Alkylgruppe als Linker 
Tabelle 2-6: Übersicht der getesteten Anionenaustauscher 
Gel Hersteller Partikelgröße Funktionelle Gruppe 
  µm  
Toyopearl® DEAE 650M TOSOH Bioscience 20 
M-O-R’-(CH2)2-HN+-
(C2H5)2 
Toyopearl® GigaCap Q 
650M 
TOSOH 
Bioscience 50-100 M-O-R’-N
+
-(CH3)3 
BioPro™ Q75 YMC 75 M-O-R’-CH2-N
+
-
(CH3)3 
Nuvia™ Q Media Bio-Rad® 85 M-O-R’-N+-(CH3)3 
ANX Sepharose 4 FF GE  Life Sciences 100-300 
M-O-(CH2)2- HN+-
(CH3)2 
Q Sepharose FF GE  Life Sciences 34 M-O-R’-N
+
-(CH3)3 
Darstellung: M steht für stationäre Matrix, R’ steht für eine unbestimmte Alkylgruppe als Linker 
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2.8.2 Protein-L Chromatographie 
Die Affinitätschromatographie wurde eingesetzt, um kleine Mengen des Zielproteins 
schnell zu reinigen. Hierfür wurde ausschließlich das Protein-L Material von der Firma 
GenScript (NJ, USA) eingesetzt. Aufgrund der hohen Reproduzierbarkeit, Affinität und 
Wiederfindung wurde diese Chromatographie (PLC) auch zur Quantifizierung des Ziel-
proteins verwendet. Hierfür wurde eine Methode an der FPLC entwickelt welche es er-
Tabelle 2-7: Übersicht der getesteten HIC-Materialien  
Gel Hersteller Partikelgröße Funktionelle Gruppe 
  µm  
Toyopearl® Ether-650M TOSOH Bioscience 20-50 M-(OCH2CH2)n-OH 
Toyopearl® PPG-600M TOSOH Bioscience 40-90 
M-(OCH(CH3)-CH2)n-
OH 
Toyopearl® Phenyl-650M TOSOH Bioscience 20-50 M-OC6H5 
Toyopearl® Butyl-650M TOSOH Bioscience 20-50 M-O-(CH2)3-CH3 
Toyopearl® Hexyl-550C TOSOH Bioscience 100 M-O-(CH2)5-CH3 
Fractogel TSK Butyl-650 
(S) Merck 20-40 M-O-(CH2)3-CH3 
Phenyl Sepharose 6  
Fast Flow (high sub) 
GE  
Life Sciences 45-165 M-OC6H5 
Octyl Sepharose 4 Fast Flow GE  Life Sciences 45-165 M-O-(CH2)7-CH3 
Tabelle 2-8: Übersicht der getesteten Mixed-Mode-Materialien  
Gel Hersteller Partikelgröße Funktionelle Gruppe 
  µm  
capto™ MMC GE  Life Sciences 75 
2-benzamido-4-
mercaptobutanoic acid 
Macro-Prep® CHT™  
Type I Bio-Rad
®
 40 Ca2+, PO43-, OH 
Macro-Prep® CHT™  
Type II Bio-Rad
®
 40 Ca2+, PO43-, OH 
Macro-Prep® CFT™  
Type I Bio-Rad
®
 40 Ca2+, PO43-, F- 
Macro-Prep® CFT™  
Type II Bio-Rad
®
 40 Ca2+, PO43-, F- 
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laubt, die Menge an eluiertem Zielprotein direkt aus der Fläche des Elutionspeaks zu 
berechnen (siehe Abschnitt 2.8.3).  
2.8.3 Quantifizierung mittels AUC 
Gemäß des Lambert-Beer`schen Gesetzes konnte mittels der Formel III die Menge eines 
bestimmten Proteins anhand der Peakfläche aus der Absorptionsmessung A280nm 
[AU×mL] bestimmt werden. Hierfür wurde das Molekulargewicht MscFv [= 30566 
g/mol] mit der Elutionspeakfläche der Protein-L Chromatographie multipliziert und 
durch den molaren Extinktionskoeffizient ε280nm [= 52860 L/mol×cm] und den Durch-
messer der Messzelle d [= 0,2 bzw. 1,0 cm] geteilt.  
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2.8.4 FPLC 
Die chromatographische Reinigung des scFv hu225 erfolgte mittels FPLC (fast protein-
liquid chromatography). Verwendet wurde hierbei eine ÄKTApurifier 10 sowie eine 
ÄKTApurifier 100. Als Software zur Steuerung und zur Auswertung der Chromato-
gramme wurde Unicorn 5.11 sowie Unicorn 4.12 verwendet. Die einzelnen Säulen wur-
den jeweils nach der Herstelleranleitung im jeweiligen Laufpuffer gepackt. Sofern es 
der Gegendruck erlaubte betrugen hierbei die Flussraten, verglichen zum regulären Be-
trieb, das Doppelte der maximalen Flussrate. Die Sanitisierung (CIP) der einzelnen Ma-
terialien, mit Ausnahme des Protein-L Materials, erfolgte mit 5 Säulenvolumen (CV) 
Natronlauge (0,5 M) wobei hier eine Inkubationszeit von 30 min eingehalten wurde. 
Die Äquilibrierung der gepackten Säulen erfolgte mit mindestens 10 CV des jeweiligen 
Laufpuffers. Nach erfolgter Beladung der jeweiligen Säule wurde dieses so lange mit 
Laufpuffer äquilibriert, bis sich die Absorption (A280nm) möglichst nah auf Basislinie 
eingestellt hatte. Der jeweilige Laufpuffer sollte möglichst identisch mit dem des Pro-
benpuffers sein (pH, Leitfähigkeit, Pufferkonzentration, Salzgehalt und Art). Sofern die 
Chromatographie nicht im Durchflussverfahren betrieben wurde erfolgte nach einem 
eventuellen Waschschritt die Elution der gebundenen Zielproteine. Die verwendeten 
Säulenmaterialien sowie deren Dimensionierung sind in Tabelle 2-9 und Tabelle 2-10 
aufgeführt. 
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2.8.5 HPLC 
Als analytische Größenausschlusschromatographie (SE) an der HPLC wurde die TSK-
gel G3000SWXL Säule (7,8 mm x 30 cm; Tosoh Bioscience GmbH; Stuttgart; Deutsch-
land) verwendet. Mit Hilfe dieser Methode war es möglich die Aggregatbildung zu kon-
trollieren und die Reinheit abzuschätzen. Die Flussrate betrug 1,2 mL/min bei einem 
Tabelle 2-9: Säulenübersicht der präparativen Downstream Strategie 
Säule  MMC negAEX CEX negCHT 
Material  CaptoMMC DEAE 650M GigaCap S 650M 
CHT 
Type I 
Durchmesser cm 3,5 2,6 2,6 1,6 
Höhe cm 11,50 11,50 14,00 7,50 
Querschnittsfläche cm2 9,57 5,31 5,31 2,01 
Volumen mL 110,0 61,1 74,3 15,1 
H/D  3,3 4,4 5,4 4,7 
Flussgeschwindigkeit cm/h 250 30 350,0 200 
Flussrate mL/min 40 2,7 31 6,7 
Verweilzeit min 2,76 23 2,4 2,25 
Tabelle 2-10: Verwendete Säulen zur Trennung PEGylierter Proteine  
Säule  HIC wCEX 
Material  PPG600M GigaCapCM650M 
Durchmesser cm 1,6 1,55 
Höhe cm 10,50 6,50 
Querschnittsfläche cm2 2,01 1,89 
Volumen mL 21,11 12,26 
H/D  6,56 4,19 
Flussgeschwindigkeit cm/h 200 150 
Flussrate mL/min 6,70 4,7 
Verweilzeit min 3,15 2,6 
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Gegendruck von maximal 6.8 MPa. Bei einer Bodenzahl von weniger als 5000 wurde 
die Säule regeneriert bzw. ausgewechselt. Das jeweilige Injektionsvolumen betrug 
25 µL. 
Um die Kinetik der PEGylierung evaluieren zu können wurde eine TSKgel SP-NPR 
Säule (4,6 mm x 35 mm; Tosoh Bioscience GmbH; Stuttgart; Deutschland) verwendet. 
Dieser Ionenaustauscher benötigte zur Adsorption des Zielproteins einen pH von 4,5 bei 
möglichst geringer Leitfähigkeit. Aus diesem Grunde wurde die Probe in 5 Volumen 
Laufpuffer aufgenommen, was mittels Probenpräparation automatisch durch die HPLC 
durchgeführt wurde. 
2.8.6 Dynamische Bindungskapazität 
Um die Kapazität der stationären Matrix ermitteln zu können musste eine möglichst 
kleine Säule mit einer definierten Menge an Zielprotein überladen werden. Zur Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse musste hierbei die mittlere Verweilzeit der mobilen Phase 
möglichst identisch mit der im präparativen Downstreamprozess sein. Als Grenzwert 
für den Durchbruch wurde 10% der Probenabsorption bei 280 nm herangezogen. Das 
Material wurde mit mindestens 10 Säulenvolumen des jeweiligen Ladepuffers äquilib-
riert. Die dynamische Bindekapazität wurde mit Hilfe der Formel IV ermittelt. Wobei 
VP: für das Probevolumen steht bis der Grenzwert (10%) erreicht ist, V0: das Totvolu-
men des Systems angibt, cP: gibt die Zielproteinkonzentration und CV: das Volumen 
der gepackten Säule an. 
Formel IV 
78)  9: − ; :) 
2.9 Ultrafiltration / Diafiltration 
Für geringe Volumen von weniger als 50 mL erfolgte die Konzentrierung bzw. Umpuf-
ferung der Probe mittels Zentrifugation durch vertikale Membranfiltration (Vivaspin500 
oder Vivaspin20; Sartorius AG; Göttingen; Deutschland) im Batch-Verfahren. Hierbei 
wurden MWCO zwischen 5 bis 10 kDa verwendet.  
Für größere Volumen wurden verschiedene Querstromfiltrationssysteme im kontinuier-
lichen Betrieb genutzt. Bei Volumina von 20 bis 200 mL wurde eine Vivaflow50 (Sar-
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torius AG; Göttingen; Deutschland) zusammen mit einer Membranpumpe (323 E/D 
Pumpe) verwendet. Bei größeren Ausgangsvolumen wurde das GH110 X-Flow System 
angewendet. Der MWCO der Polyethersulfon-Membran betrug bei beiden Systemen 
jeweils 10 kDa. Als Transmembrandruck bzw. Feeddruck wurden 0,2-0,3 MPa einge-
stellt. Initial wurden die Systeme mit 1 M NaOH für etwa 16h regeneriert und anschlie-
ßend mit ddH2O gewaschen. Nachdem die Querstromfiltrationssysteme mit Probenpuf-
fer äquilibriert wurden, erfolgte die Ultrafiltration. Hierbei wurde das Feed (die Probe) 
bis zur gewünschten Konzentration angereichert. Wenn erforderlich wurde im An-
schluss eine Diafiltration durchgeführt. Hierbei wurde der Puffer innerhalb von mindes-
tens 5 Durchläufen gewechselt. Während der Diafiltration wurde der pH sowie die Leit-
fähigkeit vom Permeat überwacht. Um Verluste zu vermeiden wurde final das System 
mit einem Totvolumen Diafiltrationspuffer gewaschen und mit dem Retentat vereint. 
Die dabei entstehende Rückverdünnung wurde hierbei in der Retentat-konzentration 
berücksichtigt. Zur längeren Lagerung wurden die Querstromfiltrationssysteme mit 20% 
Ethanol gespült.  
2.10 Lyophilisation 
Neben der -20 °C bzw. -80 °C Lagerung des gereinigten Proteins wurde auch eine Ge-
friertrocknung durchgeführt. Mittels Diafiltration erfolgte die Formulierung in PBS mit 
0,1 bis 0,5 M Mannitol bei einer Proteinkonzentration von 10 mg/mL. Diese Proteinlö-
sung wurde in sterile und endotoxinfreie Glasvials aliquotiert und bei -80 °C eingefro-
ren (Arakawa et al. 2007). Im Anschluss erfolgte die Lyophilisation am Gefriertrockner 
(Alpha 1-4 LSC) durch das Programm „Haupttrocknen“. Nach 16 Stunden wurde das 
Gewicht vierstündlich ermittelt und verglichen. Sobald das Gewicht nahezu unverändert 
blieb wurde das Programm auf „Nachtrocknen“ umgestellt. Nach weiteren 4 - 16 Stun-
den wurde die Gefriertrocknung beendet. Die Vials wurden geschlossen und bei -20 °C 
gelagert.  
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2.11 Gel-Elektrophorese 
2.11.1 Isoelektrische Fokussierung (IEF) 
Zur experimentellen Bestimmung des isoelektrischen Punktes wurden ultradünne hori-
zontale ampholytische Polyacrylamidgele verwendet (SERVALYT™ PRECOTES™ 
Wide Range pH 3-10, 125 x 125 mm, 300 µm Schichtdicke; Serva GmbH; Heidelberg; 
Deutschland). Das Gel wurde auf die auf 5 °C vorgekühlte Elektrophoreseplatte (LKB 
Multiphor II) luftblasenfrei gelegt. Zur besseren Temperaturübertragung wurden zuvor 
2 mL Kerosin als Kühlvermittler zwischen Gel und Platte verteilt. Anschließend wurden 
die Elektrodendochte jeweils mit 1 mL Kathoden- bzw. Anodenpuffer getränkt. Nach-
dem die Deckfolie von dem Gel vorsichtig entfernt wurde, konnten die getränkten 
Elektrodendochte auf die Markierungen aufgesetzt werden (rot = Anode; schwarz = 
Katode). Die Elektroden wurden auf die jeweiligen Elektrodendochte aufgespannt (Mi-
nuselektrode = Katode; Pluselektrode = Anode). Ohne Probenauftrag erfolgte initial 
eine 30-minütige Vorfokussierung des IEF Gels bei einer Limitierung von 2000 Volt, 
8 mA und 16 Watt. Im Anschluss wurde der Probenauftrag (10µL; ca. 2 g/L) mittels 
eines Applikatorstreifens, welcher mittig auf das Gel aufgelegt wurde, durchgeführt und 
die Elektrophorese fortgesetzt. Nach 3500 Vh bzw. 2,5 Stunden wurde die IEF beendet, 
die Elektrodendochte entfernt und das Gel sofort fixiert bzw. geplottet (Warlow et al. 
1988).  
2.11.2 SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)  
3 Volumen zu trennende Proteinlösung wurden jeweils mit einem Volumen Probenpuf-
fer (NuPage™ LDS- 4x Sample Buffer; Life Technologies; USA) sowie mit 0,1 M DTT 
versetzt und die Lösung für 10 min auf 70°C erhitzt. Die Trennung der Proteine erfolgte 
auf Bis-Tris-Gelen verschiedener Konzentrationen (NuPage; Life Technologies; USA) 
für 35 bis 50 min bei 200 V in den entsprechenden SDS-PAGE Laufkammer (XCell4 
Surelock Midi-Cell). Als Laufpuffer diente NuPAGE™ MES SDS Laufpuffer (Life 
Technologies; USA). Als molekularer Gewichtsstandard wurde der „Unstained Protein 
Molecular Weight Marker“ #SM0431 beziehungsweise der #SM0671 (Fermentas; Vil-
nius; Litauen) verwendet. Die Durchführung der Elektrophorese erfolgte nach den An-
gaben des Herstellers.  
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2.11.3 Koloidale Coomassie Blau Färbung 
Zur Darstellung der durch Gelelektrophorese getrennten Proteinbanden wurde das Gel 
Coomassie gefärbt. Hierfür wurde das Gel direkt nach der Elektrophorese zweimal für 
je 1 min mit ddH2O gewaschen oder für 60 min in Fixierlösung (10% (v/v) Essigsäure, 
50% (v/v) Methanol in H2O) inkubiert und anschließend über Nacht mit Roti®-Blue 
Färbelösung unter leichtem Schütteln gefärbt. Zur Verringerung der Hintergrundfärbung 
wurde das gefärbte Gel für zweimal 10 min in Entfärbelösung (10% (v/v) Essigsäure, 
50% (v/v) Ethanol in H2O) unter Schütteln inkubiert. Der gesamte Prozess konnte durch 
mehrmaliges Erhitzen beschleunigt werden. Diese Färbemethode hat eine Nachweis-
grenze von etwa 70 ng/Bande und beruht auf unspezifischer Interaktion des Farbstoffes 
(Coomassie-Brilliant-Blau G-250) mit basischen und aromatischen Resten der Amino-
säuren. 
2.11.4 Silberfärbung 
Die Silberfärbung fand Anwendung, wenn die Nachweisgrenze der Coomassie-Färbung 
nicht ausreichend war (z.B. Identifikation von Wirt-Zell-Protein Kontaminationsresten 
im gereinigten Produkt). Die Nachweisgrenze dieser Färbemethode liegt bei 0,1 bis 1 ng 
pro Bande und somit um den Faktor 100 unter der von Coomassie. Die Silberfärbung 
von SDS-Gelen wurde mit Hilfe des PageSilver™ Silver Staining Kit von Fermentas 
nach Anleitung des Herstellers durchgeführt oder durch selbst herstellte Lösungen mit-
tels folgendem Protokoll durchgeführt. Das Gel wurde hierfür nacheinander mit den 
verschieden Lösungen zur Fixierung (60 min), Sensitivierung (30 min), Färbung (15 
min) und Entwicklung (3-15 min) inkubiert und die Farbreaktion letztlich durch Zugabe 
der Stopplösung beendet. Nach Sensitivierung, Färbung und Abstoppen der Färbung 
wurde das Gel jeweils in H2O gewaschen.  
Aufgrund der hohen Sensitivität der Silberfärbung ist auf die Verwendung von absolut 
sauberen Färbewannen und hochreinen Chemikalien (p.a.) zu achten. Zusätzlich sollte 
die Färbe- und Entwicklerlösung möglichst kurz vor Gebrauch hergestellt werden. 
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2.12 Western Blot 
Nach Trennung der Proteinproben mittels Gelelektrophorese wurden die Proteine auf 
eine Nitrozellulosemembran transferiert. Dies erfolgte mit einer „iBlot®“ Blot-
Apparatur nach Angaben des Herstellers. Nach dem Transfer der Proteine auf eine Nit-
rozellulosemembran wurde diese mit Blocklösung gesättigt (Reinhart & Malamud 
1982). Anschließend wurde die Nitrozellulosemembran dreimal mit PBS/T gewaschen 
und mit dem primären Antikörper bzw. Protein-L für eine Stunde bei RT inkubiert. Im 
Falle des anti-c-myc 9E10 Antikörpers wurde nach erneutem dreimal mit PBS/T Wa-
schen die Nitrozellulosemembran mit dem sekundären Antikörper (anti-Maus-IgG, AP-
konjugiert, Sigma) für eine Stunde bei RT inkubiert. Die markierten Proteinbanden auf 
der Membran wurden durch umwandeln eines spezifischen chromogenen Farbstoffes 
nachgewiesen. Hierfür wurde die Membran zweimal mit PBS/T und einmal mit PBS 
gewaschen. Im Anschluss wurde die HRP- bzw. AP-Färbung durchgeführt.  
Für die AP-Färbung wurden 100 µL der AP-Färbelösung in 10 mL AP-Puffer gelöst 
und auf die Membran überschichtet. Für die HPR-Färbung wurde die Membran in HRP-
Färbelösung inkubiert. Nach ausreichender Farbentwicklung wurde die Nitrozellulose-
membran mit Wasser gewaschen und fotografiert.  
2.13 scFv Bindungstest 
Zur Identifikation der biologischen Bindungsaktivität wurde eine FACS basierte Bin-
dungsanalytik mit gereinigtem scFv hu225 und Antigen präsentierenden Zellen (A431; 
European Collection of Cell Cultures; # 85090402) durchgeführt. Hierfür wurden etwa 
200 000 A431-Zellen pro Well auf eine 96-V-Multititerplatte (Greiner Bio-One GmbH; 
Frickenhausen, Deutschland) plattiert und zweimal mit FACS Puffer gewaschen. Diese 
wurden anschließend zusammen mit einer Verdünnungsreihe des gereinigten scFv 
hu225 bei 4°C über 1 Stunde inkubiert (0,005 to 3 µgscFv pro Well). Nach weiteren drei 
Waschschritten wurden die Zellen mit anti-HIS-FITC konjugierten IgG für 30 min in-
kubiert. Die entsprechende Fluoreszenz auf den Zellen wurde mittels eines fluoreszenz-
basierten Durchflusszytometer (FACS) gemessen. Die mittlere effektive Konzentration 
(EC50 Wert nach Holford (1984)) wurde mittels Graph Pad Prism (Version 5.0b, 
GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA) unter Annahme einer sigmoidalen Dosis-
Wirkungs-Kurve (Formel V) berechnet. 
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Formel V: sigmoidale Dosis-Wirkungs-Kurve (one side competition) 
  .  .< − .1  10
	?@ABC 
2.14 Berechnung des hydrodynamischen Radius 
Der hydrodynamische Radius (Rh) von gelösten Makromolekülen, wie Proteine und 
Polymere, kann indirekt durch das Retentionsvolumen der Gelfiltration berechnet wer-
den. Durch Verwendung der Die Formel VIII (Fee & Van Alstine 2006, 2004) ermög-
licht es den hydrodynamischen Radius von PEGylierten Proteinen zu bestimmen.  
 
Formel VI kann der hydrodynamische Radius (in Ångström) von globaleren Proteinen 
bezogen auf ihr ermitteltes Molekulargewicht (MProt) berechnet werden (Hagel et al. 
1993). Zusätzlich ist es möglich durch die Arbeit von Kuga (1981) den hydrodynami-
schen Radius von PEG unter Anwendung der Formel VII aus dem mittleren Molekular-
gewicht (MPEG) zu korrelieren (R2 =0.9995). Die Formel VIII (Fee & Van Alstine 2006, 
2004) ermöglicht es den hydrodynamischen Radius von PEGylierten Proteinen zu be-
stimmen.  
 
Formel VI: Hydrodynamischer Radius von Proteinen DE,GH	  0,82K3GH	L  
 
Formel VII: Hydrodynamischer Radius von PEG DE,G@M  0,19123G@M,BBO 
 
Formel VIII: Hydrodynamischer Radius von PEGylierten Proteinen 
DE,G@M::GH	  16 .  2DE,G@M
/
3.  13 DE,G@M 
.  S108DE,GH	T  8DE,G@MT  12U81DE,GH	V  12DE,GH	T  DE,G@MTL  
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2.15 Schmelzpunktbestimmung 
Die Detektion des Schmelzpunkts (temperaturbedingte Denaturierung) erfolgte im Ze-
tasizer (Nano-ZS ZEN3600) durch Messung der Partikelgröße mittels statischer Licht-
streuung (SLS). Hierfür wurde die Temperatur in einer Batchmessung unter Verwen-
dung einer speziellen Küvette schrittweise angehoben (0,5 °C/min). Durch kontinuierli-
che Messung der Partikelgröße konnte die Denaturierungstemperatur unter den 
jeweiligen Pufferbedingungen bestimmt werden. 
2.16 Bestimmung des zeta-Potentials  
Das zeta-Potential beschreibt die Fähigkeit eines beweglichen Partikels in einer Suspen-
sion innerhalb eines elektrischen Feldes Kraft auf das Umfeld auszuüben. Mittels der 
Doppler-Laser-Mikroelektrophorese kann das zeta-Potential bestimmt werden. Dabei 
wird ein elektrisches Feld auf eine Proteinlösung (durch spezielle Küvetten) angelegt, 
wodurch die Proteine sich mit einer bestimmten Geschwindigkeit bewegen. Die Ge-
schwindigkeit wird mittels phasenanalytischer Lichtstreuung (PALS) gemessen. Durch 
die Ermittlung der elektrophoretischen Beweglichkeit kann das zeta-Potential bestimmt 
werden. Das zeta-Potential ist hauptsächlich von der Protein-Oberflächenladung (Terti-
är-Struktur und Aminosäuresequenz) und von den Pufferbedingungen (pH und Ionen-
stärke) abhängig.  
Der isoionische Punkt kann mit Hilfe des zeta-Potentials bestimmt werden. Dabei wird 
der pH titriert und gleichzeitig das zeta-Potential bestimmt. Der pH-Wert bei welchem 
das zeta-Potential (bzw. die elektrophoretische Beweglichkeit) gleich Null ist kann als 
isoionischer Punkt interpretiert werden. Diese Messung erfolgte am Zetasizer (Nano-ZS 
ZEN3600, Malvern Panalytical Ltd) durch Zuhilfenahme eines Autotitrators (MPT-2) 
nach den Angaben des Herstellers.  
2.17 PEG-Kopplung 
Die Kopplungsreaktion zwischen scFv-hu225 und 5 bzw. 30 kDa Methoxy-PEG-
aldehyd erfolgte über Nacht (für 16 bis 20 Stunden) bei Raumtemperatur bei einer Kon-
zentration von 2 mgscFv-hu225/mL unter Anwesenheit von 20 mM Natriumcyanoborhyd-
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rid (NaCNBH3, Merck, Darmstadt, Deutschland) als Katalysator (Veronese 2001). Als 
Puffer wurden je nach pH-Wert (4 bis 8) 50 mM Acetatpuffer bzw. 50 mM Natrium-
Phosphatpuffer bei verschiedenen Natriumchlorid-Konzentrationen verwendet. Das mo-
lare Verhältnis an Methoxy-PEG-aldehyd zum scFv hu225 betrug hierbei zwischen 1 
und 5. Analytisch wurde die Reaktion mittels SE-HPLC überprüft und per CEX-HPLC 
verfolgt. Dabei konnte die Konvertierung (X) mittels der Formel IX berechnet werden, 
wobei cE für die jeweilige ermittelte Konzentration an scFv hu225 und c0E für die Aus-
gangskonzentration an scFv hu225 bei Reaktionsbeginn steht. Die Ausbeute (Y) wurde 
mittels Division der Produktkonzentration (cP) mit der Reaktantkonzentration zum Zeit-
punkt Null (c0E) ermittelt (siehe Formel X). Die Selektivität (S) der jeweiligen PEGylie-
rungsreaktion konnte durch Division der Ausbeute mit der Konvertierung berechnet 
werden (siehe Formel XI). 
Formel IX: Konvertierung der PEGylierung 
W  @ − @@  
 
Formel X: Ausbeute der PEGylierung 
  G@ 
 
Formel XI: Selektivität der PEGylierung 
  W 
2.18 Pharmakologischer Nachweis per ELISA 
Um die pharmakologische Halbwertszeit der PEGylierten scFv hu225 zu bestimmen 
wurden jeweils drei Mäuse (etwa 30 g mit geschätzten Blutanteil von 7 %) mit jeweils 
25 µg gereinigten 5 kDa bzw. 30 kDa mono PEG scFv-hu225 sowie nicht PEGylierten 
scFv hu225 (in 150µL PBS) injiziert. In den entsprechenden Zeitabständen wurde den 
Mäusen jeweils 50 µL Blut zur weiteren Analytik entnommen. Der Nachweis der gelös-
ten Wirkstoffkonzentration im Blut erfolgte mittels ELISA. Hierfür wurde EGFR-Fc 
(Epitop-Fusionsprotein; eukaryotisch hergestellt von Sina Fellermeier; AG Kontermann 
(Seifert et al. 2012 & 2014) auf eine 96 Well-Mikrotiterplatte (200 ng/100µL pro Well) 
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gekoppelt und anschließend mit 2 % Milchpulver in PBS für 2 h geblockt. Nach Wa-
schen mit zweimal PBS-T und final mit PBS wurden die Proben je nach zu erwartender 
Konzentration 6 - 150-fach mit 2 % Magermilchpulver in PBS verdünnt und 100 µL für 
1 Stunde mit den EGFR-Fc inkubiert. Anschließend erfolge ein Waschschritt (zweimal 
PBS-T und einmal mit PBS). Der Nachweis erfolgte durch Zugabe von Protein-L-HRP 
1:5000 (für 1 h) mit anschließendem Waschschritt (zweimal PBS-T und einmal mit 
PBS). Durch Zugabe von 200 nM TMB-Lösung als Substrat wurde eine Farbstoffreak-
tion erzeugt, welche mittels TECAN-Reader bei 450 nm detektiert werden konnte. Der 
komplette Versuch wurde von Felix Unverdorben (AG Kontermann) durchgeführt.  
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3 Ergebnisse 
3.1 Up-Stream Optimierung 
Da aufgrund der neuartigen Kombination des Expressionssystems, bestehend aus dem 
Rhamnose-Induktionsvektor (rhaPBAD) und der Produktsekretion in den periplasmati-
schen Raum mittels der pelB Signalsequenz, Erfahrungen zur Produktivität fehlten, 
wurden anfänglich kleinere Test-Fermentationen durchgeführt. Dabei wurden mehrere 
Versuche unternommen, um die Expression von scFv-hu225 unter verschiedenen Be-
dingungen und Einflüssen zu untersuchen. Diese Vorversuche zur Steigerung der Pro-
duktion erfolgten ausschließlich im 2,5 L Fermenter (BioEngineering AG, Wald, 
Schweiz). Hier konnten Zelldichten von bis zu 100 AU (OD600) erreicht werden. Die 
Induktion dieser Ansätze erfolgte zwischen 30 und 80 AU (OD600). Die hierbei gewon-
nenen Ergebnisse und Erfahrungen zur Steigerung der Produktivität konnten in den ei-
gentlichen HZDF Produktionsansätzen übernommen werden.  
Die Biotrockenmasse wurde durch Eindampfen der Flüssigkeit mehrmals bei unter-
schiedlichen Zelldichten ermittelt. Dabei konnte das mittlere Verhältnis zwischen der 
optischen Dichte, bei einer Wellenlänge von 600 nm, zur Biotrockenmasse auf 
0,34 (± 0,02) gBTM/OD600/L bestimmt werden. 
Zur Identifikation der optimalen Induktionstemperatur wurden parallele Fermentations-
ansätze bei unterschiedlichen Temperaturbedingungen durchgeführt (siehe Abbildung 
3-1). Nach Komplettaufschluss (siehe Seite 47) der Fermentationsproben erfolgte die 
Bestimmung der Produktkonzentration mittels Protein-L Chromatographie und an-
schließender Quantifizierung des Zielproteins anhand Peakflächenintegration (siehe 
Seite 51 f.). Um die Produktivität der verschiedenen Fermentationen miteinander ver-
gleichen zu können, wurde die spezifische Produktkonzentration verwendet, welche auf 
die Biotrockenmasse normiert ist. In Abbildung 3-1 zeigt sich deutlich, dass die spezifi-
sche Produktivität durch den rhaPBAD-Promotor stark von der Induktionstemperatur 
abhängig war. Bei 37°C konnte die höchste spezifische Produktkonzentration 
(14,5 mg/gBTM) nach einer Induktionsdauer von vier Stunden nachgewiesen werden. 
Wohingegen, die spezifische Produktkonzentration bei 23°C (4 mg/gBTM) weniger als 
30 % betrug. Das Gelbild in Abbildung 3-1 (B) zeigt jedoch deutlich, dass bei 37°C eine 
Doppelbande sichtbar wurde, was auf eine temperaturspezifische Produktdiversität oder 
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proteolytische Enzymeaktivität hindeutet. Aufgrund dessen wurden alle folgenden In-
duktionen bei 30°C durchgeführt, wobei die mittlere spezifische Produktivität bei 11 
mg/gBTM lag. Theoretisch entspricht dies einer mittleren Produktbildungsrate von 330 
scFv-Proteinen pro E. coli Zelle und Minute (Qp = 2,75 mgscFv/gBTM/h). Durch Zugabe 
von Hefeextrakt (HE) während der Induktion konnte die Produktbildungsrate bei an-
sonsten identischen Bedingungen (5 mgscFv/gBTM/h) nahezu verdoppelt werden. Dies 
entsprach einer spezifischen scFv Konzentration von über 20 mg/gBTM nach 4 h Induk-
tion, was einem mittleren Verhältnis von durchschnittlich 144.000 scFv-Proteinen pro 
Zelle entsprach. Da eine Diversität im Produkt bei diesen Bedingungen nicht nachge-
wiesen werden konnte, fand diese Induktionsmethode in der HZDF ihre Anwendung.  
 
Unabhängig von der Temperatur konnte der optimale Erntezeitpunkt nach ca. vier Stun-
den Induktion identifiziert werden. Die höchste Produktkonzentration konnte nach vier 
Stunden (± 30 min) nachgewiesen werden, wobei das Maximum der spezifischen Pro-
duktkonzentration ebenfalls erreicht wurde. Nach diesem Zeitpunkt stieg die Produkt-
 
Abbildung 3-1: Produktbildung in der HZDF unter verschiedenen Bedingungen 
(A) zeigt den löslichen scFv-hu225 Konzentrationsverlauf im Komplettaufschluss vor und nach 
der L-Rhamnose Induktion, (analysiert mittels Protein-L Chromatographie-FPLC, AUC); 
(B) Elution der Protein-L Chromatographie nach 4 h Induktionszeit der in (A) aufgezeigten 
Produktexpressionen (SDS-PAGE, NuPage 12% Bis-Tris, MES Laufpuffer, 55 min bei 180V) 
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konzentration im Fermentationsmedium ungefähr im selben Maß an, wie diese intrazel-
lulär schwand (Abbildung 3-2 A). Nach 7 - 8 Stunden war erstmals mehr Zielprotein im 
Medium (d.h. extrazellulär) nachweisbar, als innerhalb der Zellen (Abbildung 3-2 B). 
Dies lässt darauf schließen, dass die Zellwand - welche das Produkt im periplasmati-
schen Raum zurückhält - in ihrer Integrität gestört wurde und deshalb Proteine in das 
Medium abgab. Interessant ist ferner die Tatsache, dass die volumetrische Produktkon-
zentration nach vier Stunden ein Plateau erreichte. Dies deutet darauf hin, dass die Pro-
duktbildung nach vier Stunden eingestellt und dass kein produziertes Zielprotein abge-
baut wurde. Zusätzlich konnte nach 7 - 8 Stunden ein deutlicher Anstieg der Glukose-
konzentration im Fermentationsmedium festgestellt werden. Dies lässt darauf schließen, 
dass der Stoffwechsel der Zellen soweit gestört wurde, dass die Glykolyse nicht mehr 
im vollen Umfang durchgeführt werden konnte. Es lässt sich vermuten, dass die Ursa-
che dafür ebenfalls in der Störung der äußeren Zellmembran liegt, welche essenziell für 
den aktiven Transfer von Glucose in die Zelle ist. 
 
3.2 scFv Produktion 
Basierend auf den gewonnenen Ergebnissen aus den Vorversuchen konnte die eigentli-
che scFv-Produktion während der HZDF in einen 30 Liter Fermenter deutlich erhöht 
werden. Abbildung 3-3 zeigt einen solchen Fermentationsablauf zur Produktion von 
scFv-hu225. Die Fermentation wurde dabei in drei Phasen unterteilt. In der ersten Pha-
 
Abbildung 3-2: Bestimmung der Produktlokalisation während der Induktion 
Linker Graph (A): Zeigt die spezifische Produktausbeute sowie die Biomassekonzentration. 
Rechter Graph (B): Zeigt die volumetrische Produktkonzentration sowie die Glukosekonzentra-
tion im Medium. 
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se - dem Batch - konnte der 
Mikroorganismus ungehindert 
wachsen, wobei die anfängliche 
Glukosekonzentration komplett 
metabolisiert wurde. In dieser 
Phase erhöhte sich die Bio-
massekonzentration von 0,03 
auf 10 gBTM/L. Hierbei befand 
sich der Mikroorganismus in 
der logarithmischen Wachs-
tumsphase, was einer Wachs-
tumsrate (µ) von 0,55 h-1 bei 
30°C entsprach. Durch kontrol-
liertes Zufüttern von Glukose 
startete die zweite Phase - der 
sogenannte Fed-Batch - welcher die Wachstumsrate auf kleiner 0,2 h-1 reduzierte. Dies 
war notwendig, um die Biomasse über Nacht langsam weiter anwachsen zu lassen, so 
dass die Rhamnose Induktion - als letzte Phase - planmäßig gestartet werden konnte. 
Während des Fed-Batch erhöhte sich die Biomassekonzentration auf 25 gBTM/L und das 
Fermentationsvolumen von 8 auf 9,3 L. Die Rhamnose Induktion stellte die eigentliche 
Produktionsphase dar. Der Fokus lag dabei hauptsächlich auf der Herstellung des scFv, 
im Gegensatz zu den vorhergegangenen Phasen, welche zur Erhöhung der Biomasse 
dienten. Während der Induktion erhöhte sich die Gesamtmasse an scFv-hu225 von we-
niger als 0,5 g auf über 7,7 g, wobei die gesamte Biotrockenmasse am Ende auf 0,44 kg 
bestimmt werden konnte. Der Massenanteil an Produkt zur Biotrockenmasse bestand 
somit aus ungefähr 1,8 %. Die Ernte der 10,5 L Fermentationsbrühe erfolgte vier Stun-
den nach Induktionsbeginn. Insgesamt wurden während der gesamten Fermentation 
0,98 kg Glukose als Substrat verbraucht. Das bedeutet, der Biomasseausbeutekoeffi-
zient (Yx/s) lag mit 0,445 gBTM/gGlukose genau in den theoretischen Erwartungen. Des 
Weiteren lag daraus folgend der Produktausbeutekoeffizient (Yp/s) bei 8 mgscFv/gGlukose. 
Zusammenfassend konnte durch eine Optimierung der Fermentations- und Induktions-
bedingungen die spezifische Produktivität verdoppelt und die volumetrische Ausbeute 
an scFv um 20 % erhöht werden. Letztendlich konnten Produktkonzentrationen von et-
wa 750 mg pro Liter bei Zelldichten von 40 gBTM/L erreicht werden. Im Vergleich dazu 
 
Abbildung 3-3: Übersicht der scFv-hu225 Produktion 
gefüllte Datenpunkte mit geschlossener Linie kennzeich-
nen die gesamte Biomasse im 30 L Fermenter, 
offene Datenpunkte mit gestichelter Linie zeigen die spe-
zifische scFv Konzentration  
 Ergebnisse: Initiale scFv Reinigung 67 
 
erreichten die initial durchgeführten HZDF zwar Produktkonzentrationen von bis zu 
620 mg per Liter, dies jedoch nur bei nahezu doppelt so hohen Zelldichten von über 
70 gBTM/L, was einem 50 % geringeren Produktausbeutekoeffizient (Yp/s) von 
3,9 mgscFv/gGlukose entspricht. Während der Induktion konnte eine mittlere volumetrische 
Produktivität von 190 mgscFv/L/h erreicht werden.  
3.3 Initiale scFv Reinigung 
Um einen verlässlichen Downstream Prozess entwickeln zu können, war es von ent-
scheidender Bedeutung anfängliche Mengen von gereinigtem Zielprotein als Referenz-
standard verfügbar zu haben. Dies ist wichtig, um fundamentale Eigenschaften, wie 
zum Beispiel der pI, EC50 oder den Stabilitätsbereich, zu identifizieren. Zusätzlich 
konnte hiermit das Adsorptionsverhalten an den verschiedenen chromatographischen 
Materialien getestet werden. Dadurch war 
es möglich Rückschlüsse für alternative 
Reinigungsmethoden zu ziehen.  
Eine schematische Übersicht des initialen 
scFv-hu225 Produktions- und Reinigungs-
prozesses ist in Abbildung 3-4 dargestellt. 
Wie in Abschnitt 3.1 beschreiben, wurden 
die ursprünglichen Induktions- und Expres-
sionsversuche in kleinen Fermentationsan-
sätzen durchgeführt. Deren Biomasse wur-
de mittels Zentrifugation vom Fermentati-
onsmedium separiert und anschließend 
durch einen Periplasmaaufschluss nach 
French et al. (1996) zur Produktextraktion 
partiell aufgeschlossen. Die Biomasse-
Produktabtrennung erfolgte wiederum 
durch Zentrifugation und Membranfiltrati-
on (0,45 µm). Das im Überstand gelöste 
scFv wurde durch Adsorption an Protein-L 
(PLC) von den meisten Wirtzellverunreini-
 
Abbildung 3-4: Initiale Downstream Stra-
tegie 
Schematische Übersicht der Produktion und 
Aufreinigung von kleineren Mengen an scFv. 
Lagerung
Lyophilisation
UF/DF
Querstromfiltration
"Capturing"
Affinitätschromatographie (Protein-L)
Biomasse/Produkt Separation
Zentrifugation Mikrofiltration
Extraktion
Osmotischer Schock
Biomasseernte
Zentrifugation
Produktion
Schüttelkolben 2 L Fermentation
68 Ergebnisse: Quantifizierung von scFv-hu225  
 
gungen sehr gut separiert. Alternativ hätte auch eine Reinigung via His-Tag mittels ei-
ner immobilisierten Metallchelat-Affinitätschromatographie (IMAC) erfolgen können. 
Da die PLC als Affinitätschromatographie einen höheren Reinigungsfaktor als die 
IMAC besitzt, sowie einfacher etabliert werden konnte, wurde diese im initialen 
Downstream bevorzugt. Anschließend wurden mehrere PLC Elutionen gepoolt und mit-
tels Querstromfiltration entsalzt und konzentriert. Dabei erfolgte ein Pufferaustausch 
vom PLC Elutionspuffer zum Lyophilisationspuffer 1 (siehe Tabelle 2-3). Der pH wurde 
von 2.5 auf 4 erhöht und die Leitfähigkeit von 2,5 mS/cm auf < 1 mS/cm reduziert. Bei 
einer Konzentration von 2 bis 3 mg/mL erfolgte die Gefriertrocknung. Das gefrierge-
trocknete scFv-hu225 wurde anschließend bei - 20 °C gelagert und konnte somit je nach 
Verwendungszweck abgewogen und im entsprechenden Puffer gelöst werden. Anzu-
merken ist hier, dass sich durch die fehlende Formulierung (für die Lyophilisation) die 
Rehydratisierung des Proteins, je nach Konzentration und Puffer, als schwierig heraus-
stellen könnte. Traten dabei unlösliche Protein-Komplexe auf, wurden diese durch Zent-
rifugation separiert. Die leichte Handhabung und Dosierung glichen diesen Nachteil 
jedoch gut aus. Bemerkenswert hierbei ist jedoch die hohe Löslichkeit und Stabilität des 
scFv in salzarmen Lösungen um pH 4 
3.4 Quantifizierung von scFv-hu225 
Neben dem Vorhandensein des reinen Zielproteins ist es ebenfalls für eine effektive 
Prozessentwicklung essenziell, eine verlässliche Methode zur Quantifizierung des PoI 
zu etablieren. Ohne eine Möglichkeit einer robusten Quantifizierungsmethode ist es un-
gleich komplizierter und vor allem zeitaufwendiger effektive Anreicherungsschritte zu 
identifizieren. Semiquantitative densitometrische Methoden wie Immunoblots und kol-
loidale Coomassie-Brillant-Blau gefärbte SDS-PAGE wurden initial ebenfalls zur Be-
stimmung der scFv-hu225 Konzentration verwendet (siehe Abschnitte 2.11.3 und 2.12). 
Jedoch zeigten diese Methoden relativ hohe Standardabweichungen und eine geringe 
Reproduzierbarkeit bei Abweichungen in den Lösungsbedingungen zwischen den Pro-
ben und den Verdünnungsreihen des Referenzstandards.  
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Das heißt, unterschieden sich pH, Salzgehalte und Inhaltsstoffe (wie z.B: PEG, nicht 
ionische Tenside und Chelatbildner) zu sehr von denen im Referenzstandard, war eine 
Quantifizierung nicht mehr reproduzierbar (Ergebnisse nicht gezeigt). Auch war der 
Aufwand für eine solche densitometrische Analytik erheblich größer als eine FPLC / 
HPLC basierte Quantifizierung. 
Aufgrund der hohen Selektivität und 
Wiederfindung der Protein-L Affini-
tätschromatographie bezüglich des 
Zielproteins war es möglich, dass Elu-
tionsprofil zur Quantifizierung zu nut-
zen (siehe Abbildung 3-5). Dazu wurde 
die Fläche der Elutionskurve mit dem 
Blank subtrahiert und wie im Absatz 
2.8.3 beschrieben berechnet. In Kom-
bination mit den densitometrischen 
Messungen, des dazugehörigen SDS-
PAGE (vergleiche Abbildung 3-5 mit 
Abbildung 3-25, MMC Elution), konn-
te zusätzlich auch der im Durchlauf 
 
Abbildung 3-6: Lineare Regression der PLC 
Osmotische Schock Lösung (OS) aufgetragen mittels 
20mL-Loop. Gereinigtes scFv-hu225 (0,28 mg/ml) 
aufgetragen mittels 10mL-Loop. Beide Proben je-
weils mit PLC Laufpuffer verdünnt. 
 
Abbildung 3-5: Chromatogramm einer Protein-L Chromatographie 
Aufgetragen wurden hier 10 mL der auf das Ausgangsvolumen normierten MMC-Elution 
(37,2 Volumen PLC Laufpuffer pro Volumen MMC-Elution) 
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befindliche Anteil an WZP bestimmt werden. Die Linearität dieser Methode zur Quanti-
fizierung wurde mit Hilfe von zwei unabhängigen Verdünnungsreihen aus Periplasma-
aufschluss und gereinigtem scFv-hu225 erstellt (Abbildung 3-6). Das ermittelte Bestim-
mungsmaß (R2) von 0,9982 zeigt deutlich die hohe Linearität für den aufgezeigten 
Messbereich. Diese Quantifizierung konnte somit weitestgehend unabhängig von den 
Bedingungen der in Lösung befindlichen Proteinen durchgeführt werden. Gegebenen-
falls musste der pH zwischen 5 und 8 eingestellt und der Salzgehalt auf unter 1 M redu-
ziert werden, um eine quantitativ reproduzierbare Adsorption an das Protein-L zu ge-
währleisten. Je nach zu erwartender Konzentration an scFv in der jeweiligen Probe 
wurde das Volumen angepasst, um zu gewährleisten, dass die Fläche der Elutionskurve 
äquivalent zu 0,5 bis 2 mg scFv war. Denn bei 
sehr geringen scFv Mengen (< 0,15 mg) führte 
die Quantifizierung oft zu höheren scFv-
Werten. Wohingegen zu hohe Mengen an scFv 
die Absorptionsmessung, der Flusszelle an der 
FPLC, während der Elution in den nicht linea-
ren Messbereich führte, was folglich zu 
scheinbaren geringeren scFv-Werten führte.  
3.5 scFv Charakterisierung 
Nachdem mit Hilfe der Protein-L Affinitäts-
chromatographie gereinigtes scFv-hu225 zur 
Verfügung stand (siehe Absatz 3.3), konnten 
die Eigenschaften des Zielproteins untersucht 
werden. Das Molekulargewicht des scFv ohne 
pelB-Signalsequenz wurde in silico auf 28,4 
kDa berechnet, wobei die theoretische Nullla-
dung (isoelektrische Punkt) auf den pH von 
7,1 berechnet wurde (http://web.expasy.org/ 
protparam/). Das ermittelte Molekulargewicht 
des scFv konnte per SDS-PAGE im reduzier-
ten und denaturierten Zustand auf ca. 30 kDa 
identifiziert werden. Die korrekte Spaltung der 
 
Abbildung 3-7: Identifikation des iso-
elektrischen Punktes mittels IEF 
Aufgezeigt zum Vergleich sind verschiede 
Färbemethoden und alle verfügbaren Immu-
noblot Methoden (Western Blot). 
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pelB Signalsequenz während des Transferprozesses ins Periplasma konnte durch N-
terminale Proteinsequenzierung (TOBLAB, Gesellschaft für angewandte Biotechnolo-
gie mbH, Martinsried, Deutschland) im Rahmen der PEGylierungsstudien bestätigt 
werden.  
Per SE-HPLC konnte das native Molekulargewicht relativ zur Retentionszeit der Stan-
dardproteine ermittelt werden. Dabei entsprach die Retentionszeit des Monomers mit 
8,3 Minuten einer globulären Proteingröße von 26 kDa. Das Dimer hingegen hatte eine 
Retentionszeit von 7,5 Minuten und entsprach somit dem Molekulargewicht eines glo-
bulären Proteins von 58 kDa (Abbildung 3-24). Der isoelektische-Punkt (pI) konnte mit-
tels IEF auf einen pH-Wert von etwa 7,6 bestimmt werden (Abbildung 3-7). Somit betrug 
die Abweichung der per Gelelektrophorese und HPLC ermittelten Werte zu denen der 
theoretisch berechneten Eigenschaften bei jeweils 8 % (Tabelle 3-1).  
Die Ermittlung des isoionischen-Punktes erfolgte durch Messung des zeta-Potenzials 
(siehe Abschnitt 2.16). Dabei konnte festgestellt werden, dass sich mit zunehmendem 
Salzgehalt der Nettoladungsnullpunkt des Proteins immer weiter in den sauren pH-Wert 
verlagerte. Abbildung 3-8 zeigt deutlich, dass sich bei Leitfähigkeiten von ca. 5 mS/cm 
der Ladungsnullpunkt nach pH 6,4 verlagert hat. Bei isotonischen Salzgehalten konnte 
dieser Punkt bei pH 5,8 identifiziert werden. Dieser lag dann mit ca. 1,5 pH-Wert Ein-
heiten unter dem des eigentlichen isoelektrischen Punktes. Diese Ergebnisse bezüglich 
der Ladung korrelieren mit den Ergebnissen von Faude et al. (2007) und konnten mit 
Hilfe von Präzipitations-, Dimerisierungs- und Schmelzpunktversuchen zur Identifikati-
 
Abbildung 3-8: Identifikation des isoionischen Punktes 
Einstellung des pH-Wertes erfolgte mittels automatisierter Titration. Ermittlung des zeta-
Potentials erfolgte durch Berechnung der elektrophoretischen Mobilität nach Messung der dy-
namischen Lichtstreuung von 0,4 mg scFv pro mL im elektrischen Feld. 
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on des scFv Stabilitätsbereiches zusätzlich bestätigt werden (Abbildung 3-9). Hierbei 
wurde deutlich, dass bei geringen Salzgehalten das Zielprotein genau um den zuvor 
identifizierten pH-Bereich der netto-Nullladung am wahrscheinlichsten ausfällt und 
gleichzeitig die Dimerisation ihr Maximum erreichte. Hierbei hatte der isoionische 
Punkt eine höhere Genauigkeit in der Identifizierung der Löslichkeitsbereiche im Bezug 
zum pH-Wert und Salzgehalt des Lösungsmittels als der isoelektrische Punkt. Die Be-
stimmung der Denaturierungstemperatur (Schmelztemperatur) ergab ein ähnliches Bild, 
wobei die niedrigsten Schmelztemperaturen um 52 °C zwischen pH 6 und pH 7 lagen 
(siehe Abbildung 3-9).  
Es konnte somit für das scFv-hu225 bei niedrigen Salzgehalten (< 5 mS/cm) ein Instabi-
litätsbereich bei pH-Werten von 5 - 7 
ermittelt werden. Da Proteine im Be-
reich um den jeweiligen isoionischen 
Punkt besonders schlecht löslich sind 
ist dieses Ergebnis valide. Durch Er-
höhung der Ionenstärke im Lösungs-
mittel steigt auch die Löslichkeit, da 
die gelösten Salzionen die ionischen 
Wechselwirkungen zwischen den Pro-
teinen reduzierten (siehe Abschnitt 
3.7). Diese Erkenntnisse bezüglich 
der Einsalzungsgrenzwerte sind be-
sonders bei der Prozessentwicklung 
mit Ionenaustauschern und Diafiltra-
tionsvorgängen von entscheidender 
Bedeutung und können helfen ein 
ungewolltes Ausfällen des Zielpro-
teins zu vermeiden. Des Weiteren 
sind solche Charakterisierungsergeb-
nisse für die Formulierungsentwick-
lung und der damit verbundenen Sta-
bilitätstestung von ausschlaggebender 
Bedeutung. 
 
Abbildung 3-9: Identifikation des Stabilitätsberei-
ches des scFv 
Oberer Graph: Präzipitationsverhalten des scFv-hu225 
bei geringem Salzgehalt (< 2 mS/cm) und 50 mM 
Puffer bei verschiedenen Proteinkonzentrationen und 
pH Werten. 
Unterer Graph: Dimerisierungsverhalten (weißer An-
teil im Säulendiagramm) des Überstandes vom Präzi-
pitationsversuch, identifiziert durch SEC-HPLC AUC 
Berechnung; ermittelte Schmelztemperaturkurve 
(schwarze Rechecke) in Abhängigkeit des pH Wertes 
von 0,5 mg scFv bei 20 mM Puffer und 50 mM NaCl 
(5 mS/cm) 
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Zusätzlich stellte sich heraus, dass das Zielprotein bei Leitfähigkeiten von über 
5 mS/cm auch um den isoionischen Punkt für kürzere Zeitraume (von mehreren Stun-
den) stabil in Lösung blieb. Für eine längere stabile Lagerung wurden saure pH-Werte 
von kleiner als 4,5 verwendet. Hierbei konnte das Protein über mehrere Wochen bei 4°C 
ohne Probleme gelagert werden. Dies galt ebenfalls für das Einfrieren und Auftauen von 
Proteinlösungen. Lag der pH-Wert der Lösung innerhalb des Instabilitätsbereiches, prä-
zipitierte ein Teil des Zielproteins während des Auftauprozesses unabhängig von der 
Leitfähigkeit. 
3.6 Produktextraktion 
Der erste und gleichzeitig einer der wichtigsten Reinigungsschritte ist die Separierung 
des im Periplasma vorliegenden scFv von der Biomasse. Da naturgemäß hier der Anteil 
an Zielprotein am geringsten ist und die Anzahl der Kontaminanten aus den Wirtzellen 
und der Fermentation ein Maximum erreicht, stellte die Entwicklung und Verbesserung 
der Produktextraktion eine große Herausforderung dar und nahm somit großen Einfluss 
auf alle nachfolgenden Prozessschritte. Aus der Vielzahl existierender Methoden zum 
Periplasmaaufschluss wurden nur Methoden untersucht, welche scale-up fähig sind und 
auf den Einsatz von Enzymen verzichten. Das Hauptaugenmerk der Untersuchung zum 
Periplasmaaufschluss richtete sich auf das Prinzip des osmotischen Schocks (siehe Ab-
satz 1.8). Hierbei stellte sich heraus, dass es von entscheidender Bedeutung ist, ob das 
Zellpellet nach der Ernte eingefroren wurde oder direkt der osmotische Schock durchge-
führt wurde. Die Abbildung 3-11 zeigt deutlich, dass beim Einfrieren & Auftauen (F&T) 
der Biomasse etwa ein Fünftel des produzierten scFv freigesetzt wurde. Da einige Ver-
fahren, wie z.B. das von Ramanan et al. (2010), die hypertonische Lösung für den nach-
Tabelle 3-1: Übersicht der Eigenschaften von scFv-hu225 
scFv-hu225 in silico SDS-PAGE/ IEF 
HPLC-
SEC 
Hydrodynamischer 
Radius 
monomer 28,356 kDa 29 kDa 26,2 kDa 2,4 nm 
dimer 56,712 kDa  57,9 kDa 3,3 nm 
pI 7,1 7,6   
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folgenden osmotischen Schock entfernen, geht die Ausbeute an scFv um eben diesen 
F&T-Anteil verloren. 
Alternativ gibt es die Methode welche Rathore et al. (2003) bei seinen Untersuchungen 
zum osmotischen Schock nutzte. Hierbei wird die hypertonische Lösung nur in sehr 
geringem Volumen eingesetzt und nach der Inkubation nicht entfernt. Der osmotische 
Schock erfolgte direkt im Anschluss durch Zugabe von 10 - 40 Volumenteilen hypoto-
nischer Lösung. Durch die einhergehende starke Verdünnung konnte die Osmolarität so 
sehr reduziert werden, dass ein osmotischer Schock stattfand (siehe in Abbildung 3-10 im 
Vergleich OSP mit PPA). Interessanterweise stellte es sich jedoch heraus, dass diese 
Methode trotz des integrierten F&T -Schrittes keine höheren Ausbeuten erreichte als die 
Methode ohne F&T von Ramanan et al. (2010). Somit musste in der Kombination ent-
weder der F&T Schritt oder der osmotische Schock bei Verfahren nach Rathore et al. 
(2003) ineffizienter ablaufen als zu erwarten war. Theoretisch sollten sich die Ausbeute 
des F&T Schrittes und die vom osmotischen Schock kumulieren und somit eine Wie-
derfindung von etwa 80 % erreichen. Durch Erhöhung der Temperatur und der Inkuba-
tionszeiten im hypotonischen Medium während des osmotischen Schocks konnten zwar 
die Ausbeuten an scFv auf nahezu 80 % erhöht werden, jedoch verdoppelte sich auch 
der Anteil an Wirtzell-Protein-Verunreinigungen, was die Reinigungseffektivität der 
Extraktion erheblich reduzierte und nachfolgende Reinigungsmethoden vor größere 
Herausforderungen stellte. Zusätzlich musste 
hierbei DNAse zugegeben werden, um die 
Viskosität für den ersten chromatographi-
schen Adsorptionsschritt zu verringern. 
Durch den Nachweis von DNA und HCP 
kann davon ausgegangen werden, dass durch 
diese Methode teilweise die innere Zell-
membran beschädigt wurde und Zytoplas-
mabestandteile freigesetzt wurden. Dies kann 
vor allem in großen Maßstäben problema-
tisch werden und sollte vermieden werden. 
Durch weitere F&T-Versuche stellte sich 
heraus, dass die Freisetzung an Zielprotein 
während des Auftauprozesses der Biomasse 
um mehr als 20 % verbessert werden konnte, 
 
Abbildung 3-10: Ermittelte osmotische 
Konzentration (Osmolarität) 
Die Werte wurden als Osmolarität per Ge-
frierpunktserniedrigung (Kryoskopie) ermit-
telt und mithilfe der gemessenen Dichten 
umgerechnet. 
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wenn auf die Anwesenheit eines Puffers (OSB) verzichtet wurde. Im Vergleich zum 
Gesamtaufschluss sorgte diese Kombination für scFv-Ausbeuten von mehr als 70 % bei 
gleichzeitiger Wirtzellproteinen-Freisetzung von weniger als 20 % (Abbildung 3-11).  
Verglichen mit der Biomasseernte nach der Fermentation waren zur Separierung der 
periplasmatisch aufgeschlossen Biomasse hohe Zentrifugalkräfte von mehr als 
10.000 x g für 60 min erforderlich. Dies kann durch den osmotischen Schock begründet 
werden, welcher die äußere Zellwand teilweise zerstörte und gleichzeitig die Zellen an-
schwellen ließ. Dadurch wurde der Dichteunterschied zwischen den protoplastenartigen 
Zellen und dem umgebenden Medium deutlich verringert (was wiederum die Anforde-
rungen einer Trennung im Schwerefeld erhöhte).  
Die Produktausbeute konnte durch Änderungen im pH-Wert während des Periplasma-
aufschlusses nicht erhöht werden (Ergebnisse nicht aufgeführt). Jedoch konnte hierbei 
eine starke Abhängigkeit während des osmotischen Schocks zum pH-Wert bestätigt 
werden.  
 
Abbildung 3-11: Verschiedene Aufschlussmethoden zur Produktextraktion 
Weiße Säulen zeigen relative Wiederfindung per PLC des Zielproteins verglichen zum Kom-
plett-Aufschluss an. Die grauen Säulen präsentieren die ermittelte Wiederfindung an Wirtzell-
protein relativ zum Komplett-Aufschluss. Die schwarze Säule gibt das Verhältnis zwischen 
Ziel- zu Fremdprotein an. 
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3.7 Ein- und Aussalzen von scFv 
Eine sehr gute initiale Methode zur Reini-
gung und Anreicherung von Proteinen stellt 
die Ausfällung dar. Dabei werden die Unter-
schiede in der Löslichkeit zwischen den je-
weiligen Proteinen genutzt (siehe Abschnitt 
1.10). Das Lösungsverhalten der einzelnen 
Proteine ist dabei stark abhängig von den 
Umgebungsbedingungen (wie pH, Salzgeh-
alt, Art des Salzes und Temperatur) und von 
der jeweiligen Stabilität ihrer Tertiärstruktur. 
In diesem Zusammenhang ist das Aussalzen 
mit Ammoniumsulfat eine der gängigsten 
und zuverlässigsten Methoden. Abbildung 
3-12 zeigt die Ermittlung der Aussalzungs-
konstante nach Trevino et al. (2008) für das 
scFv-hu225. Mit deren Hilfe und der Formel 
II konnte das Lösungsverhalten des Zielpro-
teins in Ammoniumsulfat bei abweichenden 
Bedingungen wie pH und Temperaturen the-
oretisch vorhergesagt werden. 
Um den Einfluss von verschieden Salzen in 
Kombination mit verschieden pH-Werten auf 
das scFv-hu225 besser zu verstehen, wurden 
weitere Ausfällungsversuche durchgeführt 
(Abbildung 3-15). Hierbei wurde bestätigt, 
dass ohne Zugabe von Salz die Löslichkeit 
um den isoelektrischen Punkt herum geringer 
war als bei der Anwesenheit von moderaten 
Salzkonzentrationen (wie eingehend in Ab-
schnitt 3.5 beschrieben).  
Bei den Aussalzungsversuchen mit Natrium-
chlorid konnte ein gegenteiliger Effekt zum 
 
Abbildung 3-12: Aussalzung von scFv-
hu225 bei pH 7 in (NH4)2SO4 
Zu 10 mg/mL scFv wurden bestimmte Men-
gen an Ammoniumsulfat zugegeben und 
gelöst anschließend zentrifugiert und die 
Konzentration im Überstand per Absorption 
bei 280 nm ermittelt. Zur Ermittlung der 
Aussalzkonstante (Ks) wurden nur die Werte 
berücksichtigt, welche eine Verringerung der 
scFv-Konzentration bewirkten. 
 
Abbildung 3-13: SDS-PAGE Übersicht 
verschiedener Fällungsarten  
Ausgegangen wurde jeweils vom osmotischen 
Schock (OS). Resuspension erfolgte zum 
Überstand identischen Volumen.  
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Einsalzen beobachtet werden. Bei pH-
Werten um den pI konnten selbst sehr hohe 
Konzentrationen an Natriumchlorid keine 
Ausfällung verursachen. Wurde jedoch der 
pH-Wert reduziert, fiel das scFv aus, bis es 
schließlich bei pH 3 und 3,5 M Natriumchlo-
rid nicht mehr in der Lösung nachweisbar 
war, wobei - zur Erinnerung - ohne Natrium-
chlorid bei pH 3 keine Präzipitation statt-
fand. Leider konnten hierbei nur knapp 60 % 
des ausgefallenen Zielproteins gemeinsam 
mit ca. 50 % des präzipitierten WZP-Anteils 
wieder in Lösung gebracht werden (siehe 
Abbildung 3-13 und Abbildung 3-16). Somit 
kann diese Art der Präzipitation als Kombi-
nation einer Aussalzungs- und pH Fällung 
betrachtet werden.  
Bei Verwendung von kosmotropen Salzen 
wie Ammoniumsulfat spielte die pH Abhän-
gigkeit der Aussalzungsfällung (ASF) nur 
eine untergeordnete Rolle. Unabhängig vom pH-Wert konnte bei 2,8 M Ammoniumsul-
fat eine nahezu vollständige Ausfällung des scFv beobachtet werden. Gleichzeitig zeigte 
sich, dass die Resuspension - im Gegensatz zum Natriumchlorid - leicht und mit hoher 
Wiederfindung durchgeführt werden konnte. Erwartungsgemäß stellte die ASF mit 
Ammoniumsulfat eine sehr gute Möglichkeit zur Konzentrierung und Reinigung des 
scFv dar. Gleichzeitig konnten hierbei ca. die 40 % an WZP entfernt werden. Im Ver-
gleich dazu war das Aussalzen mit (umweltverträglicherem) Natriumsulfat aufgrund der 
geringen Löslichkeit weniger erfolgreich und führte zu keiner vollständigen Aussalzung 
des Zielproteins. 
Da jedoch die Verwendung und Entsorgung von großen Mengen Ammoniumsulfat 
problematisch sein kann und direkt nach dem osmotischen Schock das Volumen mehr 
als das 3-fache des Fermentationsvolumens einnahm, ist diese Fällungsmethode nicht 
besonders wirtschaftlich und damit nur bedingt für den scale-up geeignet.  
 
Abbildung 3-14: SDS-PAGE Darstellung 
einer Fällungskaskade 
Ausgehend vom OS wurde die jeweilige 
Zielprotein-Faktion für einen weiteren 
Ausfällungsschritt verwendet. Der Auftrag 
auf das SDS-PAGE erfolgte normiert zum 
OS Volumen. 
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Generell führten die Aussalzungsversuche allein zu keinem befriedigenden Ergebnis 
bezüglich der Reinigungseffektivität. Da jedoch der PPA nach dem OS in einem sehr 
geringen Salzgehalt vorlag (Leitfähigkeiten von 1-2 mS/cm bei pH7) und zuvor eine 
Instabilität des scFv bei leicht sauren pH-Werten festgestellt werden konnte (siehe Ab-
schnitt 3.5), wurden Präzipitationsversuche im Einsalzungsbereich durchgeführt. Dabei 
zeigte sich deutlich, dass unter diesen Bedingungen ca. 80% des Zielproteins bei pH 5 
ausfielen und wieder bei pH 7 in Lösung gebracht werden konnten (siehe Abbildung 3-13 
und Abbildung 3-16). Diese Einsalzungsfällung (ESF) war sehr einfach durchzuführen 
und hätte im Scale-up nicht die ökonomischen Nachteile einer hohen Salzbelastung wie 
die der Aussalzfällung (ASF). Zusätzlich war durch die Protein-L Chromatographie und 
durch die vorangegangenen Stabilitätsversuche bekannt, dass das scFv-hu225 eine gute 
Säurestabilität zeigte. Somit konnte theoretisch eine pH-Fällung der Wirtzellproteine 
bei gleichzeitiger optimaler Löslichkeit für das Zielprotein einen guten Reinigungsef-
fekt versprechen. Es stellte sich heraus, dass bei pH 3 und isotonischen Salzgehalten 
von 150 bis 300 mM NaCl oder (NH4)2SO4 (15 - 35 mS/cm) nahezu kein scFv-hu225 
präzipitierte, wobei gleichzeitig über 50 % bis 60 % an WZP ausgefällt werden konnten. 
Außerdem wirkten sich lange Inkubationszeiten bei dieser Wirtzellprotein-Fällung 
(WZPF) negativ aus. Aufgrund dieser gewonnenen Erkenntnisse bot sich die Entwick-
lung einer Fällungskaskade mit zunehmendem Salzgehalt an (Abbildung 3-14). Dabei 
wurde zuerst eine ESF durchgeführt wobei der Niederschlag in 0,5 Volumen resuspen-
diert wurde. Die im Anschluss durchgeführte WZPF zeigte einen sehr guten kumulati-
 
Abbildung 3-15: Aussalzungsverhalten bei verschiedenen pH-Werten 
Proteinkonzentration von scFv-hu225 lag bei 1-2 mg/mL, Inkubationszeit war o/n bei 4°C 
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ven Effekt mit der ESF, welche zusammen über 80% der WZP entfernen konnten. Hin-
gegen dazu konnte eine anschließend durchgeführte Ammoniumsulfat-Fällung (ASF) 
keinen weiteren Reinigungseffekt liefern.  
Da trotz intensiver Bemühungen die Ausbeuten des scFv bei der ESF nicht reproduzier-
bar erhöht werden konnten, wurde diese Fällungsmethode genau wie die ASF nicht wei-
ter in der Prozessentwicklung berücksichtigt. Die WZPF jedoch wurde in den 
Downstream Prozess integriert, da diese zuverlässig und schnell einen erheblichen An-
teil an Fremdprotein abtrennen konnte, ohne die Ausbeute an scFv zu reduzieren. 
Durch weitere Optimierung konnte während der WZPF auch nachweislich die Endoto-
xin-Belastung auf 0,5 % reduziert wer-
den (siehe Abbildung 3-23 und Tabelle 
3-2). Dies konnte durch Zugabe von 10 
mM bivalenter Kationen (Ca2+) realisiert 
werden (beschrieben in Abschnitt 1.9). 
Aufgrund der Schnelligkeit der pH in-
duzierten WZPF konnte nach 10 bis 
20 min Inkubationszeit der Proteinnie-
derschlag sehr leicht zentrifugiert wer-
den (2000 x g, 20 min, 4°C).  
Um die hohen technischen Anforderun-
gen zur Biomasseseparierung nach dem 
osmotischen Schock zu verringern, wur-
de die WZPF direkt im Anschluss 
durchgeführt. Bei dieser kombinierten 
Methode konnten keine signifikant er-
höhten Verluste an Zielprotein festge-
stellt werden (< 5%). Um die Wirksam-
keit der Endotoxinabreicherung in dieser 
kombinierten Methode weiterhin zu ge-
währleisten wurde der Anteil an zuge-
gebenen bivalenten Kationen verdop-
pelt, da diese theoretisch zusätzlich mit 
gebundenen LPS in den Zellwänden 
 
Abbildung 3-16: Vergleich der Wiederfindun-
gen verschiedener Fällungsmethoden 
Ausgangslösung: Periplasmaaufschluss nach os-
motischem Schock (OS); Fällungstemperatur: 
4°C; Resuspension erfolgte in 30 mM NaCl, 
20 mM Phosphatpuffer pH7, Wiederfindungswer-
te von den Überständen den Aussalzfällungen 
(ASF) nicht aufgeführt da aufgrund der hohen 
Salzkonzentration zu ungenau. 
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interagieren. Durch diese Kombination der einzelnen Prozessschritte (Periplasmaauf-
schluss und Wirtzellprotein pH-Fällung) wirkten die denaturierten WZP als Fällungs-
mittel für die protoplastenartigen Zellen und reduzierten somit erheblich die Anforde-
rungen zur Trennung der Biomasse auf etwa 5-10 %. 
3.8 „Capturing Step“ 
Der erste scFv Adsorptionsschritt sollte möglichst schnell und effektiv das Zielprotein 
vom Überstand des Periplasmaaufschlusses - und damit von den meisten Proteasen - 
trennen. Gleichzeitig erfolgt hierbei eine Konzentrierung des Zielproteins, was einher-
ging mit einer erheblichen Verringerung des Arbeitsvolumens. Gleichzeitig war eine 
hohe Bindekapazität zum Zielprotein ebenfalls entscheidend bei der Wahl eines geeig-
neten Chromatographiematerials. Somit ist die zuverlässige chromatographische Ad-
sorption des scFv-hu225 einer der entscheidenden Schritte zur Entwicklung einer alter-
nativen Reinigungsstrategie.  
Ideal für einen Capture-Schritt wäre somit eine Methode, welche mit den Ausgangsbe-
dingungen nach der WZPF (pH 3, Leitfähigkeit: 20 mS/cm) kompatibel ist. Wie sich 
herausstellte war der Salzgehalt für die Verwendung eines Kationenaustauschers zu 
hoch und ein Entsalzungsschritt bei diesem großen relativen Volumen für einen scale-
up wirtschaftlich ineffizient. Die Verwendung einer hydrophoben Interaktionschroma-
tographie (HIC) an dieser Stelle schied - aus denselben Gründen - ebenfalls aus, da der 
Salzverbrauch dabei noch höher wäre, als bei einer Fällung mit Ammoniumsulfat.  
Durch Bindeversuche wurde ein multimodales Material (captoMMC) als geeignet iden-
tifiziert, welches die Eigenschaften der CEX und der HIC vereint (siehe Abschnitt 
1.11.5 und 2.8.3). Bei weiteren Versuchen konnte die Bindungsselektivität zu scFv-
hu225 so weit erhöht werden, dass ein Maximum an WZP im Durchfluss zu finden war 
(siehe Abbildung 3-25). Dabei stellte sich heraus, dass bei einer Leitfähigkeit von 20 - 25 
mS/cm und bei einem pH von 5,5 - 5,6 weniger als 5 % vom Zielprotein im Durchfluss 
nachgewiesen werden konnten. Das heißt, um das captoMMC-Material mit dem Über-
stand der WZPF zu beladen musste lediglich der pH eingestellt werden. Um eine an-
schließende Präzipitation von Proteinen nach Einstellen des pH-Wertes durch unspezifi-
sches Binden zu verringern wurde zusätzlich 0,05 % Tween20 hinzugegeben. Außer-
dem wurden die bivalenten Ca2+ Ionen durch einen Überschuss an EDTA (20mM) 
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gebunden, um so ungewollte ionische Wechselwirkungen durch die bivalenten Kationen 
zu verhindern. Vor dem eigentlichen Beladen der Säule wurde die Probe steril filtriert. 
Nach erfolgtem Beladen wurde die Säule gewaschen, wobei die Leitfähigkeit auf 
5 mS/cm reduziert und der pH auf 7 eingestellt wurde (siehe Abbildung 3-17). Dabei 
konnten erhebliche Anteile an gebundenen WZP von der Säule eluiert werden. Die ei-
gentliche Elution des Zielproteins erfolgte per Stufengradient durch Erhöhung des pH 
auf 8. Die Reinheit an scFv lag bei über 80 % und die Wiederfindung erreichte Werte 
von etwa 90 %. Durch die Verwendung eines relativ großen Säulenvolumens von mehr 
als 110 mL konnte der Aufschluss innerhalb kurzer Zeit aufgetragen und gleichzeitig 
eine durchschnittliche Verweilzeit von mehr als 2,5 min erreicht werden. Die Kapazität 
an reinem scFv lag bei ca. 50 mgscFv/mLCV. Somit könnte theoretisch diese Säule über 
5 g scFv-hu225 binden bevor 10 % an Produkt im Durchfluss nachweisbar wären. Da 
jedoch die reale Bindekapazität aus einem Proteingemisch erheblich geringer ist, wurde 
die Säule für 10 % - 20 % dieser Kapazität ausgelegt, was äquivalent zu einem Liter 
HZDF bzw. zu 3 bis 4 L Periplasmaaufschluss war (siehe Abbildung 3-21). 
 
 
Abbildung 3-17: Chromatogramm der MMC als erster Adsorptionsschritt 
Aufgetragen wurden 3,5L Überstand aus der Wirtzellproteinfällung (WZPF) mit einen pH von 
5,6 und einer Leitfähigkeit von 28 mS/cm auf einen Säulenkörper (35 mm x 115 mm) mit 
einem CV von 110 mL captoMMC® des Materials (GE Healthcare Life Sciences) mit einer 
Verweilzeit von 2,8 min (orthogonale Funktionsweise). Elution erfolgte über Stufengradient 
über 4 CV bei 100 %B. 
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3.9 Endotoxinabreicherung 
Nachdem die Elution einen pH-Wert zwischen 7 - 8 und eine Leitfähigkeit von 5 - 
7 mS/cm aufwies, bot sich im direkten Anschluss die Verwendung eines Ionenaustau-
schers an. Da Versuche zum Bindungs- und Elutionsverhalten an verschiedenen Anio-
nenaustauschern keine befriedigenden Ergebnisse mit dem Zielprotein hervorbrachten 
(Ergebnisse nicht aufgezeigt), wurde die Strategie gewechselt, um mit dessen Hilfe un-
erwünschte Bestandteile zu binden. Das heißt, im Gegensatz zu gängigen orthogonalen 
Funktionsweisen einer Chromatographie wurde hier nicht das Zielprotein an der statio-
nären Phase adsorbiert, sondern möglichst viele Fremdbestandteile (wie WZP, Endoto-
xine und DNA). Das Zielprotein bei dieser so genannten „negativen“ Chromatographie 
befand sich somit im Durchfluss. Die Herausforderung bei diesem Reinigungsschritt 
bestand in der Suche nach den optimalen pH bei welcher das scFv-hu225 gerade nicht 
mehr an der Säule binden konnte.  
 
Das Chromatogramm in Abbildung 3-18 zeigt eine solche Reinigung bei einem pH-Wert 
von 8,0 und einer Leitfähigkeit von 6 - 8 mS/cm. Der pH-Wert im captoMMC Elutions-
pool wurde durch vorsichtige Titration mittels 0,5 M Natronlauge eingestellt. Durch die 
 
Abbildung 3-18: Chromatogramm der AEX als Endotoxin bindender Schritt 
Aufgetragen wurden 90 mL Elutionspool aus dem „Capture“ Schritt (MMC) mit einen pH von 
8,0 und einer Leitfähigkeit von 7 mS/cm auf einen Pharmacia® Säulenkörper XK26 (26 mm x 
115 mm) mit einem CV von 61 mL des Toyopearl GigaCap DEAE-650M® Materials (Tosoh 
Bioscience LLC) mit einer Verweilzeit von 23 min (Durchflussverfahren). 
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Verwendung einer langen Verweilzeit von über 20 min konnte die Endotoxinkonzentra-
tion um vier Zehnerpotenzen auf 1,3 EU/mg reduziert werden (siehe Abbildung 3-23 und 
Tabelle 3-2). Das Säulenvolumen entsprach hierbei mit 60 mL etwa der Hälfte des Pro-
benvolumens. Ein solch großes Säulenvolumen war nötig, um die benötigte Verweilzeit 
bei moderaten Flussraten (> 2 mL/min) erreichen zu können und um zu gewährleisten, 
dass die Endotoxine nicht die Kapazität der Säule auslasten (keine Informationen dies-
bezüglich verfügbar). Die Wiederfindung an scFv lag bei über 90 % wobei sich jedoch 
das Probenvolumen durch Verdünnungseffekte und durch die hohe Verweilzeit verdop-
pelte. Die Adsorption von WZP ist hierbei proportional direkt abhängig vom pH-Wert. 
Je höher dieser ist desto mehr WZP kann theoretisch adsorbiert werden bis zu dem pH-
Wert, bei dem das PoI bindet. Durch Optimierung der Bedingungen konnte ein Reini-
gungsfaktor von 1,1 bis 1,2 erreicht werden, wobei die Reinheit des Zielproteins nur 
geringfügig erhöht werden konnte (siehe Abbildung 3-23 und Tabelle 3-2). 
3.10 „Polishing Step“ 
Aufgrund der noch immer geringen Leitfähigkeit der Proteinlösung nach dem Anionen-
austauscher konnte ein Kationenaustauscher direkt im Anschluss Anwendung finden, 
um die Reinheit des Zielproteins weiter zu erhöhen. Anfänglich - während des Scree-
nings für den „Capturing Step“ - wurde das Material des Kationenaustauschers 
Toyopearl GigaCapS 650 (M) als besonders geeignet identifiziert um das Zielprotein 
vom Periplasmaaufschluss (pH 7; 2 mS/cm) zu separieren. Dieses Material wurde nun 
für den „Polishing“ Schritt herangezogen. Dieses eigentliche „Capture“ Material zeich-
nete sich - ähnlich wie das capoMMC Material - hauptsächlich dadurch aus, dass es eine 
hohe Selektivität während der Bindung aufwies. Gemäß SDS-PAGE konnte somit die 
Reinheit des scFv-hu225 von ca. 80 auf über 98 % erhöht werden, ohne dass es einer 
hohen Auflösung während der Elution bedurfte (siehe Silberfärbung in Abbildung 3-25).  
Die Adsorption an dem CEX Material erfolgte bei pH 5,6 und einer Leitfähigkeit von 
5 - 8 mS/cm (siehe Abbildung 3-19). Der pH-Wert vom nAEX-Durchlauf wurde durch 
Zugabe von 1 M Zitronensäure von 8,0 auf 5,6 titriert. Nach Beladen der Säule wurde 
ein Waschschritt durchgeführt wobei von Phosphat auf Acetat umgepuffert wurde. 
Gleichzeitig wurde die Leitfähigkeit auf 9 - 10 mS/cm erhöht, um schwächer adsorbier-
te Bestandteile von der Säule zu waschen. Anschließend erfolgte die Elution durch Er-
höhung der Ionenstärke durch 0,5 M NaCl mit linearen Gradienten innerhalb eines Säu-
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lenvolumens. Dies war wichtig, da ein reiner Stufengradient besonders im scale-up zu 
hohen Konzentrationsspitzen während des Elutionsvorganges führen würde, welche 
teilweise mit unerwünschten Präzipitationserscheinungen einhergehen können. Dieser 
zweite orthogonale Adsorptionsschritt konnte ebenfalls einen hohen Reinigungsfaktor 
(> 7) bei geringen Verweilzeiten von 2-3 min erzielen, was einer hohen mittleren Fluss-
rate von 350 cm/min bei einem Säulenvolumen von 74 mL entsprach. Der steile Gradi-
ent und der homogene Elutionspeak hatten den Vorteil, dass dieser Vorgang zuverlässig 
in geringer Zeit durchgeführt werden konnte, ohne auf analytische Ergebnisse der ein-
zelnen Elutions-Fraktionen angewiesen zu sein. Alle Versuche mit anderen Kationen-
austauschern, welche ggf. als besseres „Polishing“-Material geeignet wären, ergaben 
durch ihre schlechtere Bindungsselektion einen geringeren Reinigungseffekt. Zwar 
konnte der Anteil an adsorbierten WZP durch verschiedene Elutionsprofile ähnlich gut 
vom Zielprotein getrennt werden, jedoch war dieser Vorgang wesentlich zeitaufwendi-
ger und erreichte nicht die Wiederfindung der beschriebenen Methode (Daten nicht ge-
zeigt). 
 
 
Abbildung 3-19: Chromatogramm der CEX als zweiter Adsorptionsschritt 
Aufgetragen wurden 200 mL Probe aus dem Durchfluss vom Endotoxin bindenden Anionen-
austauscher mit einem pH von 5,6 und einer Leitfähigkeit von 7 mS/cm auf einen Pharmacia® 
Säulenkörper XK26 (26 mm x 140 mm) mit einem CV von 74 mL des Toyopearl GigaCap S-
650M® Kationaustauscher-Materials (Tosoh Bioscience LLC) mit einer Verweilzeit von 
2,4 min (orthogonale Funktionsweise). 
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3.11 Wirtzellprotein-Reduzierung (optional) 
Um den Anteil an WZP optional noch weiter reduzieren zu können wurde eine Hydro-
xylapatit basierende Methode nach Premsukh et al. (2011) verwendet. Dazu wurden 
verschieden Bindungstests durchgeführt um herauszufinden, bei welcher Phosphatkon-
zentration das Zielprotein aus der CEX-Elution gerade nicht mehr an dem Material ad-
sorbiert wird. Dabei stellte sich heraus, dass 8 mM Phosphat bei pH 6,5 und 250 mM 
NaCl genügten, um eine Adsorption des Zielproteins zu verhindern (siehe Abbildung 
3-20). Mit Hilfe dieser „negativen“ Keramik-gekoppelten Hydroxylapatit Chromatogra-
phie (nCHT) konnte mit sehr geringem Verlust an scFv (< 3 %) die Reinheit auf über 
99 % erhöht werden (siehe Tabelle 3-2). Um diese Chromatographie durchführen zu 
können musste zuerst die Natriumchlorid Konzentration durch Zugabe von Wasser so 
eingestellt werden, dass die Leitfähigkeit 25 mS/cm (± 1 mS/cm) betrug. Anschließend 
wurde die Phosphatkonzentration durch Zugabe von di-Natriumhydrogenphosphat auf 
exakt auf 8 mM eingestellt (die Leitfähigkeit erhöht sich hierbei um etwa 2 - 3 mS/cm). 
Durch Zugabe von 0,5 M Natriumhydroxid konnte der pH-Wert auf 6,5 erhöht werden.  
 
 
Abbildung 3-20: Chromatogramm der nCHT Chromatographie 
Aufgetragen wurden 84 mL Probe aus der Elution vom „polishing step“ mit einem pH von 6,6 
und einer Leitfähigkeit von 28 mS/cm auf einen Pharmacia® Säulenkörper XK16 (16 mm x 75 
mm) im Durchflussverfahren mit einem CV von 15 mL des CHT™ Keramik Hydroxlyapatit 
Mixed Mode Material vom Type I (Bio-Rad Laboratories Inc.) mit einer Verweilzeit von 2,2 
min. 
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Dieser negative Chromatographie-Schritt kann je nach Anforderung optional zum DSP 
hinzugefügt werden, ohne dass sich der Prozess insgesamt oder die Bedingungen der 
einzelnen Chromatographieschritte an sich ändern.  
3.12 Dynamische-Bindekapazität 
Für alle scFv-hu225 adsorbierenden Chromatographiematerialien (MMC, CEX, PLC) 
wurden bei verschiedenen Verweilzeiten die dynamische Bindekapazität bei 10 % 
Durchbruch ermittelt. Dabei wurden die jeweiligen Bindungsbedingungen eingehalten, 
welche für den DSP als optimal ermittelt wurden. Es stellte sich heraus, dass die DBC 
teilweise erheblich von der mittleren Verweilzeit abhängig war. Abweichend verhielt 
sich die Affinitätschromatographie (Protein-L), welche schon bei relativ geringen Ver-
weilzeiten von weniger als 20 Sekunden eine DBC von 13 mg/mL erreichte. Die DBC 
konnte durch eine 7-fache Erhöhung der Verweilzeit nur verhältnismäßig gering auf 
maximal 21 mg/mL erhöht werden (siehe Abbildung 3-21). Dies bestätigte, dass die scFv 
Quantifizierung per Protein-L weder durch die Verweilzeit noch durch die Kapazität 
beschränkt wurde (siehe Absatz 3.4).  
Im Gegensatz dazu zeigen die DBC von captoMMC und von GigaCapS650(M) eine 
starke Abhängigkeit bezüglich der 
mittleren Verweilzeit. Durch Ver-
zehnfachung der Verweilzeit von 12 
auf 124 s konnte beim captoMMC 
die DBC von 8 auf 54 mg/mL versie-
benfacht werden. Die reale DBC ist 
bei einer Verweilzeit von 50 bis 60 
Sekunden um den Faktor 10 geringer, 
wenn Periplasmaaufschluss (PPA) 
anstelle des gereinigten scFv-hu225 
verwendet wird. Dies verdeutlichte 
die Notwendigkeit der Verwendung 
von ausreichend großen Säulen bei 
der „Capturing“-Chromatographie 
(siehe Abschnitt 3.8). 
 
Abbildung 3-21: Dynamische Bindungs-
Kapazitäten von scFv-hu225 
Die dynamischen Bindungskapazitäten aufgetragen 
gegen die mittlere Verweilzeit. Verwendet wurden 
Säulen mit einem CV von 0,25 bis 1,75 mL. 
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Die höchste DBC die gemessen werden 
konnte erzielte der Kationenaustauscher (Gi-
gaCapS 650 (M)). Dieser erreichte bei einer 
mittleren Verweilzeit von etwa zwei Minuten 
eine DBC von über 100 mg/mL. Bei einer 
Minute Verweilzeit konnten noch bis zu 
75 mg/mL an Zielprotein binden. Dieses Ma-
terial kann somit hervorragend dazu verwen-
det werden um aus geringen Konzentrationen 
und großen Volumina das Zielprotein zu 
konzentrieren. 
3.13 Downstream Prozess Übersicht 
Die Reinigung des scFv-hu225 aus der peri-
plasmatischen E. coli Produktion erfolgte 
unabhängig vom Up-Stream, indem die 
Biofeuchtmasse nach der Separierung vom 
Fermentationsmedium in Fraktionen aliquo-
tiert, bei -80 °C eingefroren und bei -35 °C 
gelagert wurde. Eine Fraktion entsprach da-
bei der Biofeuchtmasse von einem Liter 
Hochzelldichte-Fermentation bzw. einer 
Zielproteinmenge von 500 bis 800 mg. 
Dadurch konnte der Downstream Prozess 
zeitlich und räumlich von der Produktion 
entkoppelt werden.  
Die Abbildung 3-22 zeigt schematisch eine 
Zusammenfassung der in dieser Arbeit ent-
wickelten alternativen Downstream Strate-
gie. Die Produktextraktion von der Biomasse 
(beschrieben in Abschnitt 3.6) erfolgte durch 
einen modifizierten Periplasmaaufschluss, 
 
Abbildung 3-22: Alternativer DSP 
Übersicht der notwendigen Arbeitsschritte zur 
Reinigung des scFv-hu225 angeordnet im zeitli-
chen Ablauf. 
Lagerung
Lyophilisation
UF/DF
Querstromfiltration
WZP Adsorption
neg. Mixed-Mode-Chromtographie 
"Polishing"
Kationaustauscher
Endotoxin Adsorption
neg. Anionaustauscher
"Capturing"
Mixed-Mode-Chromtographie
Biomasse/Produkt Separation
Zentrifugation Mikrofiltration
Klären
WZP Fällung Ca2+ Flockung
Extration
Osmotischer Schock
Zwischenlagerung
Freeze & Thaw
Biomasseernte
Zentrifugation Fraktionierung
Produktion
30 L Fermentation
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welcher den Auftauschritt mit einem osmotischen Schock verband. Dadurch konnten 
reproduzierbar ca. 70 % des produzierten scFv aus den Zellen isoliert werden. Durch die 
direkte Kopplung an eine Wirtzellproteinfällung konnte die periplasmatisch behandelte 
Biomasse zusammen mit ausgefallenen Wirtzell-Proteinen sehr leicht vom den Über-
stand des Periplasmaaufschlusses separiert werden. Gleichzeitig konnte mit der pH-
induzierten Wirtzellproteinfällung und mit Hilfe der zugegebenen bivalenten Kationen 
die Konzentration an Endotoxin um das 175-fache verringert werden (siehe Abbildung 
3-23 und Tabelle 3-2). Das Produkt erreichte noch vor dem ersten Chromatographie-
Schritt eine Reinheit von 15 - 20 % im Überstand. 
 
Durch SE-HPLC Analysen (Abbildung 3-24) stellte sich heraus, das über 60 % der gelös-
ten UV-absorbierenden Bestandteile kleiner als 10 kDa waren und somit unter anderem 
nicht im SDS-PAGE nachgewiesen werden konnten (Abbildung 3-25). Durch den ersten 
orthogonalen produktadsorbierenden Schritt mittels einer Mixed-Mode-
Chromatographie, wurde dieser Bestandteil zusammen mit einem Großteil an Wirtzell-
Tabelle 3-2: Reinigungstabelle  
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   [mg] [%] [%] [%]  [EU/mg] 
Produktion Fermentation 1 730 100 100 3   
Extraktion Osmotischer  Schock 3,3 510 69,9 69,9 6 2,3 > 1,3 10
7
 
Klärung WZP  Ausfällung 3,5 485 95,1 66,4 17 3,0 >74 000 
1. scFv 
 Adsorption captoMMC 0,1 453 93,4 62,1 83 24,4 > 12 500 
Endotoxin  
Bindung 
neg. DEAE  
650 (M) 0,2 418 92,3 57,3 85 1,1 1,3 
2. scFv 
 Adsorption 
GigaCapS  
650 (M) 0,1 393 94,0 53,8 98 7,1 0,31 
WZP  
Bindung 
neg. CHT  
Type 1 0,2 383 97,5 52,5 > 99 2,0  
Quantifizierung Protein-L 0,25  > 98  > 97 > 900  
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proteinen separiert (Abschnitt 3.8). Dazu 
musste lediglich der pH des Überstandes 
auf 5,5 eingestellt werden. Bei der MMC 
konnte nicht nur der Wirtzellproteinanteil 
auf unter 20 % reduziert werden, sondern es 
wurde parallel auch der Salzgehalt von 
25 mS/cm auf 5 mS/cm verringert, was 
wiederum eine anschließende Integration 
von Ionenaustauschern in den DSP ermög-
lichte. Dadurch konnte direkt nach der Elu-
tion die Adsorption des Endotoxins am An-
ionenaustauscher erfolgen (Anschnitt 3.9). 
Dazu musste nur der pH-Wert auf 8,0 ein-
gestellt werden.  
Um eine möglichst vollständige Bindung 
der LPS an der DEAE Matrix zu gewähr-
leisten wurde die mittlere Verweilzeit auf 
über 20 min angehoben. Da diese Chroma-
tographie „negativ“ (nicht orthogonal) be-
trieben wurde, bildete der Durchfluss die 
Zielproteinfraktion. Zu diesem Zeitpunkt 
wurde den Bestimmungen der ICH für 
pharmazeutische Proteine bezüglich der 
spezifischen Endotoxinkonzentration re-
flektiert (< 12,5 EU/mg).  
Nach nochmaligem Anpassen des pH-
Wertes von 8,0 auf 5,6 konnte der zweite 
orthogonale scFv-Adsorptionsschritt durch 
einen Kationenaustauscher erfolgen. Bei 
diesem so genannten „Polishing-Step“ 
konnte die Reinheit des Zielproteins auf über 98 % erhöht werden (gemäß SDS-PAGE, 
siehe Abbildung 3-25). Während dieser Chromatographie wurde umgepuffert, um für den 
nachfolgenden, optionalen Chromatographie-Schritt eine exakte Phosphatkonzentration 
vorgeben zu können.  
 
Abbildung 3-24: HPLC-SEC Übersicht 
Überlagerung der SE-HPLC Chromatogram-
me des Aufreinigungsprozesses normiert auf 
das Ausgangsvolumen des osmotischen 
Shocks (Extraktion). Gestichelte Linie zeigt 
den logarithmischen Trennverlauf der Stan-
dardproteine zur Retentionszeit in kDa. SEC 
Säule: TSKgel G3000SWxl (Tosoh 
Bioscience LLC). 
 
Abbildung 3-23: Verhältnisübersicht im 
Downstream 
Übersicht des Anreicherungsvorganges an 
Zielprotein im Verhältnis zum Wirtzellprotein 
(dargestellt als weißer Balken) und des En-
dotoxin Abreicherungsprozesses als spezifi-
sche Endotoxinkonzentration (dargestellt als 
graue Balken). Die schwarzen ▼ beschreiben 
das relative Volumen der produktführenden 
Fraktion in mL bezogen auf 1 L HZDF 
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Der WZP-Gehalt konnte bei Bedarf, durch die Verwendung einer Keramik-gekoppelten 
Hydroxylapatit-Chromatographie, noch weiter verringert werden. Diese wurde ähnlich 
wie die DEAE Säule (Anionenaustauscher) im negativen Modus gefahren, um mög-
lichst nur WZP an der Säule zu adsorbieren. Die Reinheit des scFv konnte letztendlich 
auf mehr als 99 % bestimmt werden (siehe Silberfärbung in Abbildung 3-25). Das so ge-
reinigte Zielprotein konnte anschließend für die Lyophilisation oder PEGylierung vor-
bereitet werden.  
 
 
  
 
Abbildung 3-25: Normiertes SDS-PAGE: Reinigungsübersicht des DSP 
Probenaufgabevolumen wurden auf das Ausgangsvolumen des osmotischen Schocks (OS) 
normalisiert.  
Linke Färbung wurde mit Coomassie-Brillantblau G-250 (Roti®-Blue) durchgeführt. Die er-
mittelten Mengen an aufgetragenen scFv-hu225 sind darunter aufgeführt. 
Der rechte Bildausschnitt zeigt eine Silberfärbung des gleichen Gelbereiches. Hierbei ist die 
ermittelte relative Wiederfindung an scFv-hu225 im Verhältnis zum OS unter dem Gel darge-
stellt. 
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3.14 Biologische Affinität des scFv 
Nachdem ein alternativer Reinigungsweg 
für das scFv-hu225 entwickelt wurde war 
es essentiell herauszufinden, ob die biologi-
sche Aktivität - in diesem Fall die Affinität 
zum Antigen - noch gegeben war. Dieser 
Nachweis erfolgte mit Hilfe von A431 Zel-
len, welche sehr große Mengen EGFR auf 
deren Oberfläche exponieren. Dazu wurden 
verschiedene Konzentrationen an gereinig-
ten scFv-hu225 mit einer bestimmten Men-
ge an A431 Zellen inkubiert und durch Flu-
oreszenz gekoppelte monoklonale Antikör-
per, welche gegen den His-Tag des scFv 
gerichtet war, nachgewiesen. Dabei wurde 
die mittlere Intensität der Fluoreszenz 
(MFI) der im FACS gemessenen Proben 
gegen die jeweils eingesetzte scFv Kon-
zentration in einem Graphen aufgetragen 
(siehe Abbildung 3-26). Durch Berechnung 
der Wendestelle der sigmoidalen Kurve 
(siehe Abschnitt 2.13) konnte die halb-
maximale Sättigung (der EC50 Wert) der 
Antigene bestimmt werden. Dabei lag das 
scFv-hu225, welches durch die alternative 
Reinigungsstrategie gewonnen wurde, bei 
3,4 nM. Im Vergleich dazu lag der EC50-
Wert bei der initialen Reinigung durch Pro-
tein-L Chromatographie bei 9 nM.  
Da bekannt ist, dass der EGFR von den Zellen internalisiert werden kann, wurde zusätz-
lich die MFI der EC50 Konzentration über einen Zeitraum von vier Stunden gemessen, 
um einen Fehler der EC50 Messung durch Internalisierung auszuschließen (Abbildung 
3-27). Dabei stellte sich heraus, dass sich erstens das EC50 Gleichgewicht in weniger als 
 
Abbildung 3-26: EC50 Ermittlung durch 
FACS Analyse 
Offene Symbole steht für PLC gereinigtes 
scFv; Geschlossene Symbole zeigen präpara-
tiv gereinigtes scFv; Berechnung erfolgte 
durch die Software Graphpad Prism®5 unter 
Anwendung der Gleichung: „sigmoidal dose-
response (one side competition)“ 
 
Abbildung 3-27: EC50 Verlauf bei unter-
schiedlichen Inkubationszeiten an A431 
Eingesetzt wurden 3,3 nM präparativ gerei-
nigtes scFv; Inkubationszeit mit FITC-Anti-
His-mAb war identisch; FACS Messung er-
folgte im gleichen Zeitraum 
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15 Minuten Inkubationszeit komplett eingestellt hatte, und dass zweitens über die Zeit 
keine signifikanten Veränderungen der MFI gemessen werden konnten. Somit konnte 
bestätigt werden, dass die Bestimmung der biologischen Funktionalität mit Hilfe von 
A431 Zellen in der Lage war verlässliche Daten zu lieferten. Eine signifikante Verringe-
rung der mittleren Intensität in der Fluoreszenz durch mögliche Internalisierung des 
EGFR scFv-hu225 Komplexes konnte unter den getesteten Bedingungen der EC50 
Messung nicht nachgewiesen werden. 
3.15 Quantifizierung der PEGylierung 
Um die Kopplungsreaktion (PEGylierung) 
zwischen Polyethylenglykol und scFv-hu225 
verfolgen und untereinander vergleichen zu 
können war es essentiell, eine verlässliche 
Quantifizierungsmethode zu nutzen, welche 
die einzelnen Produkte von den Reaktanten 
zu unterscheiden vermochte. Da jedoch be-
kannt ist, dass sich PEG nur sehr schwer 
nachweisen lässt und die dafür geeigneten 
Geräte nicht zur Verfügung standen, wurde 
das PEG indirekt durch Veränderungen am 
Zielprotein nachgewiesen. Eine sehr gut etab-
lierte quantitative und native Trennungsme-
thode für Proteine ist die SE-HPLC. Da das 
PEG bei Verwendung von Phosphatpuffersys-
temen teilweise mit dem Säulen-Material der 
SE-HPLC interagiert und dabei ggf. irreversi-
bel adsorbiert werden kann, verringerte sich 
die Standzeit der SEC-Säule zu Teil erheblich. 
Deshalb wurde versucht mit der Verwendung 
eines HEPES-NaCl Laufpuffers dieses Prob-
lem aufzuheben (Li et al. 2008). Wie sich je-
doch herausstellte verringerte der HEPES Puf-
 
Abbildung 3-28: Analytik der PEGylie-
rungen mittels SE-HPLC im HEPES-
Puffer 
schwarz gestricheltes Chromatogramm 
steht für 2 mg/mL scFv-hu225 vor der 
PEGylierung 
hellgraues Chromatogramm zeigt den 30 
kDa PEGylierungsansatz nach 20 h 
dunkelgraues Chromatogramm zeigt den 5 
kDa PEGylierungsansatz nach 20 h 
Peak 1 steht für scFv-monomer; Peak 2 
steht für scFv-dimer; Peak 3 steht für mo-
no-PEG scFv und Peak 4 steht für poly-
PEG-scFv 
 
Abbildung 3-29: SE-HPLC Standards 
mit verschieden Laufpuffern  
HPLC-SEC Säule: TSKgel G3000SWxl 
(Tosoh Bioscience LLC) 
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fer im Allgemeinen die Auflösung der SE-HPLC Säule im Vergleich zum normalen 
verwendeten Phosphat Puffer um über 50 % (Abbildung 3-29). Interessant hierbei ist die 
extrem unterschiedliche Auflösung der Standard-Proteinkurve was darauf hindeutet, 
dass dieser Puffer die Oberflächenbeschaffenheit des Säulenmaterials oder den hydro-
dynamischen Radius der Proteine so beeinflusst, dass eine erhebliche Verringerung der 
Trennungsleistung stattfand. Die Anzahl der theoretischen Böden (N) reduzierte sich 
dabei von über 18.000 auf weniger als 10.000. Unabhängig davon konnte eine gewisse 
Trennung der PEGylierungsansätze mit Hilfe dieses HEPES-Puffers erreicht werden 
(Abbildung 3-28). Hierbei zeigte sich deutlich, dass durch die PEGylierung sich das hyd-
rodynamische Volumen des scFv sehr viel mehr vergrößerte als durch die reine Mole-
kulargewichtszunahme zu erwarten war (Tabelle 3-3). Im Fall der 30 kDa PEGylierung 
(hellgraue Linie) lag die Retentionszeit außerhalb der Standardproteinkurve und somit 
über dem hydrodynamischen Radius von 7,2 nm des 670 kDa großen Thyroglobulin 
(siehe Tabelle 6-4). Aufgrund der Unterschiede in der Auflösung und Separierung zwi-
schen den beiden SE-HPLC Laufpuffern musste auf eine Quantifizierung mittels dieser 
Methode verzichtet werden.  
Alternativ wurde ein Kationenaustauscher (SP-NPR) an der HPLC nach Moosmann 
et al. (2011) verwendet, um die einzelnen Produkte der PEGylierung nach ihren Re-
tentionszeiten im NaCl Gradienten bei pH 
4 zu separieren. Dabei eluierten die 
PEGylierten Proteine im Vergleich zu den 
nativen scFv früher (Abbildung 3-30). Die 
Identifizierung der Elutions-Peaks erfolgte 
mit Hilfe von SDS-PAGE durch 
Moosmann et al. (2011). Hierbei kann 
angenommen werden, dass sich durch die 
PEGylierung positive Ladungen am Ziel-
protein verringern, da durch die Bindungs-
reaktion primäre Amine in sekundäre um-
gewandelt werden (siehe Abbildung 1-3). 
Die Unterschiede in den Elutionszeiten 
zwischen 5 kDa und 30 kDa gekoppelten 
scFv können darauf zurückgeführt wer-
den, dass mit zunehmendem hydrodyna-
 
Abbildung 3-30: Separierung der PEGylie-
rungen mittels HPLC-CEX 
Schwarzes gestricheltes Chromatogramm steht 
für 2 mg/mL scFv-hu225 vor der PEGylierung 
hellgraues Chromatogramm zeigt den 30 kDa 
PEGylierungsansatz nach 20 h 
dunkelgraues Chromatogramm zeigt den 5 kDa 
PEGylierungsansatz nach 20 h 
HPLC-CEX Säule: TSKgel SP-NPR (Tosoh 
Bioscience LLC) 
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mischem Radius die ionischen Wechselwirkungen mit der Säule reduziert werden. Auf-
grund der guten Separierung konnte mit Hilfe dieser Methode eine quantitative Be-
obachtung der PEGylierungsreaktion erreicht werden. 
 
3.16 scale-up der PEGylierung 
Sobald ausreichend gereinigtes scFv-hu225 zur Verfügung stand, wurden intensive Stu-
dien zur Reaktionskinetik der PEGylierung durch Moosmann et al. (2011) durchgeführt. 
Während dieser PEGylierungsreaktion wurden 5 kDa bzw. 30 kDa große monome-
thoxy-PEG-aldehyde an primäre Amine gekoppelt. Prinzipiell erfolgte die Reaktion 
durch einen nukleophilen Angriff der Aldehydgruppe auf das Amin über Bildung einer 
sogenannten Schiff’sche Base (Azomethin) unter Abspaltung von Wasser. Diese insta-
bile Bindung wurde unter Anwesenheit des Katalysators Natriumcyanoborhydrid redu-
ziert und somit stabilisiert. Da diese Reaktion ungerichtet abläuft entstehen, je nach An-
zahl der Bindungspartner, verschiedene Isoformen vom PEGylierten Protein. Potenziel-
Tabelle 3-3: Molekulargewichte und hydrodynamischen Radien & Volumen 
 Molekulargewicht  hydrodynamisch 
 
in  
kDa 
Radius in  
nm 
Volumen in 
nm³ 
 
in 
silico 
aus 
SEC1 
aus 
GPC2 
in 
silico 
aus 
SEC1 
aus 
GPC2 in silico 
scFv-monomer 28,4 22 28,4 2,5 2,2 2,3 65 
scFv-dimer 56,7 67,1 - 3,2 3,3 - 137 
5 kDa PEG 5 - 5,5 2,2 - 1,9 45 
30 kDa PEG 30 - 28 6,1 - 5,3 951 
mono 5 kDa-PEG-scFv 33,4 56,5 40,2 3,5 3,1 3,6 180 
mono 30 kDa-PEG-scFv 58,4 - 186 6,5 - 9,7 1150 
Cetuximab 145,8 - - 5,5 - - 697 
1
 Berechnung erfolgte über konventionelle Kalibrierung durch Interpolation der Retentionszei-
ten im Verhältnis zu den SEC Standardproteinen detektiert bei 280nm nach Auftrennung über 
eine TSKgel G3000SWXL Säule (Tosoh) 
2
 Berechnung erfolgte durch Dreifachdetektion (Lichtstreuung, Viskositätsdetektion und Bre-
chungsindexdetektion) am Viscotek TDA 305 Detektionssystem nach Auftrennung über eine 
TSKgel G3000SWXL Säule (Tosoh) 
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le Bindungsstellen am scFv sind somit die zugänglichen Seitenketten der Aminosäure 
Lysin und der N-Terminus.  
 
Theoretisch hat das Zielprotein zehn primäre Amine, welche für eine PEGylierung ge-
eignet wären. Jedoch sind davon nicht alle gleich gut zugänglich. Durch Modellierungs-
studien (siehe Abbildung 3-31 und Abbildung 6-2) konnten sechs gut zugängliche Amine 
identifiziert werden (Tabelle 3-4). Wichtig hierbei war es herauszufinden, ob in der An-
tigenbindungsstelle (CDR) ebenfalls potenzielle PEGylierungsstellen existierten und 
wenn ja, ob diese gut zugänglich sind. In der Tat konnte am Rand der Antigenbindungs-
stelle der variablen leichten Kette (VL) ein Lysinrest (K 185) identifiziert werden. Je-
doch schien hierbei die Zugänglichkeit sehr begrenzt, wobei gleichzeitig in unmittelba-
rer Nähe der sehr viel besser zugängliche N-Terminus (orange dargestellt in Abbildung 
 
Abbildung 3-31: Modellierung des scFv-hu225 (Blick auf CDR) 
Dargestellt ist dunkelblau die VH-Kette wobei hellblau für die CDR steht, grün ist die VL-
Kette wobei hellgrün ebenfalls für die CDR steht. Beide Ketten sind mit dem Linker (rot) 
verbunden wobei der C-Terminus durch c-Myc und der polyHIS Tag (violett) gebildet wird. 
Der N-Terminus ist orange dargestellt. Die Lysine sind mit der PDB-Index markiert und hell 
umrahmt.  
(Dargestellt durch Molegro® Molecular Viewer vers. 2.5; Strukturberechnung erfolgte mit 
swissmodel.expasy.org) 
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3-31) lokalisiert werden konnte. Somit kann davon ausgegangen werden, dass eine 
PEGylierung an der Antigenbindungsstelle mit der einhergehenden Verminderung der 
Affinität zum Antigen unwahrscheinlich ist.  
Durch die Bindungsstudien mit A431 Zellen von Moosmann et al. (2012) zeigte sich 
tatsächlich, dass die PEGylierung keine oder kaum Auswirkungen auf die Affinität zum 
EGFR hatte. Die für mono-PEG-scFv-hu225 ermittelten IC50 Werte lagen alle zwi-
schen 5 - 8 nM und somit im Bereich von nicht-modifiziertem Protein. Außerdem konn-
ten maximal 3-fach PEGylierte scFv nachgewiesen werden (Abbildung 3-33) was darauf 
schließen lässt, dass eine existierende PEGylierung weitere Reaktionen am selben Pro-
tein - besonderes bei benachbarten Lysinresten aufgrund der großen Hydrathülle vom 
PEG - ausschließt, beziehungsweise im All-
gemeinen erschwert. Durch N-terminale 
Aminosäuren Sequenzierung (Edman 1950) 
des 5 kDa mono-PEGylierten scFv ergab 
sich, dass 85 % bis 88 % der N-terminalen 
Glutaminsäure PEGyliert wurden (Arbeiten 
durchgeführt von der Firma Toplab GmbH, 
Martinsried, Deutschland). Somit kann da-
von ausgegangen werden, dass das mono-
PEGylierte scFv in nahezu einheitlicher Iso-
form vorliegt. Der genaue Anteil als auch 
die PEGylierungsposition der übrigen Isof-
ormen konnte bisher nicht identifiziert wer-
den. 
Insgesamt lag der Anteil an mehrfach PEGylierten scFv bei ca. 15 % bis 20 % nach Re-
aktionszeiträumen von 12 bis 20 Stunden bei Raumtemperatur. Gleichzeitig lag bei op-
timalen Bedingungen die Konvertierung, d.h. die Umwandlung von scFv nach PEG-
scFv bei 50 bis 60 %. Eine PEGylierung konnte somit unter optimalen Bedingungen 40 
bis 50 % Ausbeute an mono-PEG-scFv liefern. All diese Ergebnisse konnten während 
dieser Arbeit und im scale-up im Wesentlichen bestätigt werden (siehe Abbildung 3-30 
und SDS-PAGE in Abbildung 3-33). Da jedoch die Ausgangsbedingungen des scFv bei 
vorliegender Downstream-Strategie sich etwas von denen bei Moosmann et al. (2011) 
unterschieden, wurden mehrere Versuche durchgeführt, um die gewonnenen Ergebnisse 
mit denen im scale-up vergleichen zu können. Die finale gereinigte scFv Fraktion hatte 
Tabelle 3-4: Übersicht der primären 
Amine am scFv-hu225 
 
scFv-
hu225 CDR 
Lysinreste 9 (5)a  
VH 2 (2)a 0 
VL 6 (2)a 1 (0)a 
cMyc-Tag 1 (1)a  
N-Terminus 1 (1)a  
primäre Amine 10 (6)a  
a
 theoretisch gut zugängliche Amine; er-
mittelt durch Modellierung  
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einen Salzgehalt von ca. 250 mM NaCl, äquivalent zu einer Leitfähigkeit von 
20 -30 mS/cm, was etwa dem 10-fachen Salzgehalt im Vergleich zu den Studien von 
Moosmann et al. (2011) entsprach. Wie sich jedoch herausstellte, wirkte sich die Anwe-
senheit von moderaten NaCl Konzentrationen nicht nachteilig während der PEGylie-
rung aus (siehe linker Graph in Abbildung 3-32). Erst bei hohen Salzkonzentrationen von 
1 M NaCl konnte eine deutliche Verringerung der Ausbeute an mono-PEG-scFv (um 
bis zu 30 %) nachgewiesen werden. Jedoch schien bei gleichbleibender Ausbeute die 
Selektivität bei 0,5 M NaCl mit knapp 90 % am höchsten zu sein.  
 
Zusätzlich wurde das Verhältnis zwischen 30 kDa PEG und dem scFv-hu225 überprüft 
(siehe mittlerer Graph in Abbildung 3-32). Hierbei stellte sich heraus, dass ein 3-facher 
Überschuss an 30 kDa PEG genügt um eine Selektivität um 90 % und Ausbeuten an 
mono-PEGyliertem Produkt von 45 % zu gewährleisten.  
Da jedoch mit zunehmend sauren pH-Werten während der PEGylierung das Natri-
umcyanoborhydrid immer stärker unter Blausäurebildung zerfällt, wurde versucht den 
scale-up möglichst bei neutralen pH-Werten durchzuführen. Der Einfluss des pH-
Wertes während der PEGylierungsreaktion spielte auch bei Anwesenheit von 250 mM 
NaCl eine untergeordnete Rolle (siehe rechter Graph in Abbildung 3-32). Diese Ergeb-
nisse decken sich bisher mit denen von Moosmann et al. (2011). Abweichend zu den 
Studien von Moosmann et al. (2011) konnte jedoch keine Bildung eines PEG-30kDa-
Dimers bei 116 kDa (via SDS-PAGE) beobachtet werden.  
 
Abbildung 3-32: Vergleich verschiedener Bedingungen zur 30 kDa PEGylierung 
Reaktion erfolgte bei Raumtemperatur für 16 h mit 2 mg/mL eingesetztem scFv-hu225 und 
5-fachem Überschuss an PEG bei pH 6, 50mM Acetatpuffer (bzw. 50mM Phosphatpuffer bei 
pH > 6,5) und 250 mM NaCl. Abweichende Bedingungen sind im Diagramm aufgeführt. 
mM NaCl                                       PEG/scFv Verhältnis                                              pH 
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Die in Abbildung 3-33 aufgetragene Verdünnungsreihe der 30 kDa PEGylierung zeigt 
deutlich eine konzentrationsabhängige Separierung des 30 kDa PEGs. Je größer die 
PEG Konzentration, desto weiter läuft die 30 kDa PEG Front im Gel. Dieser Effekt 
kann womöglich auf eine erhöhte Ladungsdichte durch die hohe PEG Konzentration im 
elektrischen Feld zurückgeführt werden. Eine Größenbestimmung des PEGs mit Hilfe 
der Gelelektrophorese war somit nur bedingt möglich. Eine Bindung von SDS an das 
amphipathische PEG kann theoretisch ausgeschlossen werden da PEG weder kationi-
sche noch hydrophobe Eigenschaften besitzt. Die Migration im Gel kann darauf zu-
rückgeführt werden, dass das PEG sehr viele elektronegative Bereiche in Form von 
freien Elektronenpaaren an den vielen Ethergruppen und der Aldehydgruppe besitzt. 
Interessant hierbei war außerdem, dass hinter der PEG Lauffront die mono-PEG 30kDa 
scFv-hu225 Bande ebenfalls bei höheren Konzentrationen einen vergleichbaren kon-
zentrationsabhängigen Effekt im Gel aufzeigte. Diese Verschiebung der Bande konnte 
nur bei hohen PEG Konzentrationen beobachtet werden. Bei identischen Verhältnissen 
zeigte sich, dass 5 kDa PEGylierte scFv keine solche Anomalie ist. Somit konnte eine 
Bestimmung des Molekulargewichtes per SPS-PAGE nur bei geringen Konzentrationen 
an PEG sinnvoll durchgeführt werden. Die per SDS-PAGE ermittelten Molekularge-
wichte für PEGylierte Proteine weichen unabhängig davon trotzdem von den theore-
tisch ermittelten Werten um teilweise mehr als das doppelte der Masse an gekoppeltem 
PEG ab (Tabelle 3-6). Zum Beispiel erhöhte sich der Einfluss auf das scheinbare Mole-
kulargewicht bei dem 5 kDa PEG mit der Menge an gekoppeltem PEG. Bei tri-PEG 
Tabelle 3-5: Verwendete Bedingungen während der PEGylierung im scale-up 
Bedingungen zur PEGylierung 1 5 kDa 30 kDa Einheit 
scFv-hu225 Konzentration 2 2 mgscFv/mL 
Verhältnis 5 3 molPEG/molscFv 
Inkubations-Temperatur 22 22 °C 
Inkubations-Zeitraum1 16 16 h 
NaBH3CN Konzentration 20 20 mM 
Pufferkonzentration (Acetat) 50 50 mM 
NaCl Konzentration 250 250 mM 
pH 6 6  
Leitfähigkeit 20-30 20-30 mS/cm 
1
 unter ständiger Durchmischung 
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5 kDa scFv war der Effekt mit 1,1 kDa pro gekoppeltem kDa an PEG identisch mit der 
bei 30 kDa und 60 kDa gekoppelten PEG.  
Nachdem die PEGylierungsbedingungen für den scale-up ermittelt wurden, konnte die 
PEGylierung über Nacht in beliebigen Volumen durchgeführt werden (siehe Tabelle 
3-5). Um die Zielprotein führenden Fraktionen aus der optionalen Hydroxylapatit-
Chromatographie (siehe Abschnitt 3.11), bzw. aus dem Kationenaustauscher (siehe Ab-
schnitt 3.10) für die PEGylierung zu verwenden, musste lediglich der pH-Wert auf 6.0 
eingestellt und die scFv-hu225 Konzentration auf 2 mg/mL verdünnt werden. Einen 
Unterschied in der Ausbeute bei der PEGylierung größerer Volumina konnte bei guter 
Durchmischung nicht beobachtet werden.  
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Abbildung 3-33: SDS PAGE Verdünnungsreihen der PEGylierungsreaktionen 
Färbungen: Proteine gefärbt mit kolloidalem Coomassie -Brillant-Blau G250 (blau),  
PEG eingefärbt mit Bariumiodid (braun) 
Tabelle 3-6: Auswertung SDS-PAGE PEGylierung 
SDS-PAGE SDS-PAGE Bezeichnung  SDS-PAGE 
ΔkDa/ 
kDaPEG1 Rf Bande theoretische kDa 
gemessene 
kDa 
0,355 scFv-hu225 28,5 29  
0,48 - 0,7 PEG 30 kDa 30 n/a  
0,75 mono 30 kDa PEG-scFv 58,5 90 1,1 
0,84 di 30 kDa PEG-scFv 88,5 ≈155 1,1 
0,92 tri 30 kDa PEG-scFv 118,5 n/a n/a 
0,48 mono 5 kDa PEG-scFv 33,5 37 0,7 
0,57 di 5 kDa PEG-scFv 38,5 47,5 0,9 
0,66 tri 5 kDa PEG-scFv 43,5 60 1,1 
1
 ΔkDa/kDaPEG beschreibt die Erhöhung der Molekulargewichtsdifferenz zwischen dem theore-
tischen Wert und dem per SDS-PAGE ermittelten Wert pro kDa gekoppelten PEG 
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3.17 Reinigung von PEG-scFv  
Nach erfolgter PEGylierung des scFv-hu225 war es nötig das Produkt - in diesem Fall 
das mono-PEG-scFv-hu225 - von dem Reaktionsansatz zu separieren. Dabei sollten 
hauptsächlich der giftige Katalysator (Natriumcyanoborhydrid) sowie die nicht umge-
setzten Reaktanten (methoxy-PEG-aldehyde und scFv-hu225) als auch, so weit wie 
möglich, die poly-PEGylierten Produkte separiert werden. Dazu hatte Moosmann et al. 
(2010 & 2012) verschiedene chromatographische Verfahren im analytischen Maßstab 
entwickelt. Die Reinigung des PEGylierungsansatzes erfolgte dabei über die Verände-
rungen der physikochemischen Eigenschaften, hervorgerufen durch die Konjugation des 
Polyethylenglycols an das Antikörperfragment. Die offensichtlichste und gleichzeitig 
fundamentalste Veränderung war hierbei die gewollte Erhöhung des Molekulargewich-
tes.  
Eine Trennung über die Größe ist durch die Verwendung von großen SEC-Säulen sehr 
gut in kleineren bis mittleren Maßstäben möglich. In größeren Maßstäben jedoch stößt 
diese Methode im scale-up bezüglich der volumetrischen Produktivität sowie den An-
schaffungskosten als auch in der Handhabung relativ schnell an ihre Grenzen. Weitere 
Möglichkeiten zur Separation von PEGylierten und nicht-PEGylierten Antikörperfrag-
menten stellten die Veränderung in der Hydrophobizität und in der Oberflächenladung 
dar. Die Konjugation von PEG an primäre Amine führte zu dem Verlust von mindestens 
einer kationischen (positiven) Ladung auf der Proteinoberfläche. Somit konnte über das 
unterschiedliche Binde- und Elutionsverhalten an einen Ionenaustauscher eine Separie-
rung erfolgen.  
Zusätzlich konnte auch eine Trennung über die Unterschiede in der Hydrophobizität mit 
Hilfe einer Hydrophoben-Interaktions-Chromatographie (HIC) durchgeführt werden. 
Durch Zugabe von hohen Salzkonzentrationen konnten die ionischen Wechselwirkun-
gen unterdrückt und die hydrophoben Wechselwirkungen verstärkt werden. Aufgrund 
der im PEGylierungsansatz schon vorhandenen Salzkonzentration von 250 mM NaCl 
bot es sich an die HIC als ersten Reinigungsschritt zu verwenden. Dazu musste der 
Salzgehalt auf 2,1 M NaCl und 0,5 M Ammoniumsulfat langsam erhöht werden. Zu-
sätzlich musste der pH auf 6,5 und die Phosphatpufferkonzentration auf 50 mM ange-
passt werden um die Proteine an das hydrophobe Säulenmaterial zu binden (siehe Ab-
bildung 3-34 und Abbildung 3-35). Bei höheren Salzkonzentrationen begann eine Protein-
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fällung und bei niederen Salzkonzentrationen erfolgte die Bindung an das Säulenmate-
rial nicht vollständig.  
Im speziellen wurde bei der 30 kDa PEGylierung die Erhöhung der Salzkonzentration 
zusätzlich dadurch kompliziert, dass sich bei hohen Massenanteilen an PEG ein wässri-
ges Zwei-Phasen-System ausbildete. Um dies zu vermeiden musste entweder der PEGy-
lierungsansatz verdünnt oder das Verhältnis an PEG zu scFv-hu225 während des Kon-
jugationsvorganges auf maximal drei Anteile beschränkt werden. Abgesehen davon 
stellte sich bei der Verwendung der HIC heraus, dass die mittlere Verweilzeit beim Ad-
sorptionsprozess einen entscheidenden Einfluss auf das Bindeverhalten hat. Bei einer 
mittleren Verweilzeit von 1,5 Minuten befanden sich über 60 % der Proteine noch im 
Durchfluss. Erst bei einer Verweilzeit von über drei Minuten konnte kein Anstieg in der 
Absorption bei 280 nm im Durchlauf nachgewiesen werden, was darauf schließen lässt, 
dass alle Proteine an das PPG600-Material adsorbiert wurden (Daten nicht dargestellt).  
 
Abbildung 3-34: HIC und SDS-PAGE von 5kDa-PEG-scFv-hu225 
Aufgetragen wurden 35 mL Probe aus einem 5 kDa PEGylierungsansatz mit einem pH-Wert 
von 6,5 und einer Leitfähigkeit von 200 mS/cm auf einen Pharmacia® Säulenkörper XK16 (16 
mm x 105 mm) mit einem CV von 21 mL des Toyopearl PPG-600M ® HIC-Materials (Tosoh 
Bioscience LLC) sowie mit einer Verweilzeit von 3,1 min (Elutionsverfahren im Stufengradi-
enten durch Verringerung des Salzgehaltes). Die Proben für das SDS-PAGE wurden entsalzt 
und auf 1 µg scFv normiert aufgetragen. Proteine gefärbt mit kolloidalem Coomassie -Brillant-
Blau G250 (blau), PEG eingefärbt mit Bariumiodid (braun). 
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Die alternative Verwendung eines hydrophoberen Säulen-Materials als Polypropy-
lenglycol (PPG) zur Verringerung des Salzgehaltes im Probenpuffer scheiterte daran, 
dass die jeweiligen Elutionen geringe Wiederfindungen hervorbrachten. Wie sich hier-
bei herausstellte blieben hauptsächlich die PEGylierten Proteine irreversibel am hydro-
phoben Säulenmaterial gebunden. Durch die Adsorption der Proteine an das HIC-
Material wurde nicht nur die PEGylierungsreaktion gestoppt, sondern es konnten auch 
die einzelnen Konjugationsvarianten nach ihrer Hydrophobizität im Stufengradienten 
separiert werden. Das freie PEG wurde ebenfalls an die Säule gebunden und im Fall des 
30 kDa PEGs bei etwa 130 mS/cm im Peak 2 und Peak 3 von der Säule eluiert. Generell 
kann hierbei festgehalten werden, dass die Trennung in zunehmendem Maß schlechter 
funktionierte, je größer der PEG Anteil am Protein wurde. Die Reinigung der 5 kDa-
PEGylierungsansätze erzielte deutlich bessere Ergebnisse als die 30 kDa Ansätze 
(Abbildung 3-34 und Abbildung 3-35). Die einzelnen PEG-scFv Klassen liefen zwischen 
den Elutionspeaks ineinander und ermöglichten deshalb keine quantitative Fraktionie-
rung des Mono-PEGylierten Zielproteins.  
 
Abbildung 3-35: HIC und SDS-PAGE von 30kDa-PEG-scFv-hu225 
Aufgetragen wurden 35 mL Probe aus einem 30 kDa PEGylierungsansatz mit einem pH-Wert 
von 6,5 und einer Leitfähigkeit von 200 mS/cm auf einen Pharmacia® Säulenkörper XK16 (16 
mm x 105 mm) mit einem CV von 21 mL des Toyopearl PPG-600M ® HIC-Materials (Tosoh 
Bioscience LLC) sowie mit einer Verweilzeit von 3,1 min (Elutionsverfahren im Stufengradi-
enten durch Verringerung des Salzgehaltes). Die Proben für das SDS-PAGE wurden entsalzt 
und auf 1 µg scFv normiert aufgetragen. Proteine gefärbt mit kolloidalem Coomassie -Brillant-
Blau G250 (blau), PEG eingefärbt mit Bariumiodid (braun). 
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Für eine weitere Separierung mittels Kationenaustauschers wurden von der HIC des 
5 kDa Ansatzes der zweite Peak verwendet und bei der 30 kDa PEGylierung die Peaks 
2 bis 3 zusammengeführt. Um an einen Kationenaustauscher binden zu können mussten 
die HIC-Pools durch Membranfiltration umgepuffert und konzentriert werden (PES 
Membran, MWCO 10 kDa). Nachdem der pH-Wert mit 50 mM Acetatpuffer auf pH 4 
eingestellt wurde, erfolgte die Adsorption durch einen schwachen Kationenaustauscher 
(wCEX). Im Stufengradient mit Arginin wurde die Separation der verschiedenen PEGy-
lierten Produkte durchgeführt (vergleiche Abbildung 3-36 mit Abbildung 3-37). Wie auch 
schon bei der HIC erwies sich die Reinigung des 5 kDa mono-PEG-scFv als erfolgrei-
cher, als die des 30 kDa mono-PEG-scFv. Hierbei wird deutlich, dass das 5 kDa mono-
PEG-scFv-Konstrukt auch im scale-up gut separiert werden konnte (Abbildung 3-36 
Peak 2) wohingegen die Trennung des 30 kDa mono-PEG-scFv nicht komplett von der 
30 kDa di-PEG-scFv Fraktion erfolgte.  
In den Elutionspeaks 1 bis 3 ist deutlich eine 30 kDa mono-PEG-scFv Bande im SDS-
PAGE zu erkennen. Dies zeigt an, dass das Elutionsverhalten der 30 kDa mono- und di- 
  
Abbildung 3-36: wCEX und SDS-PAGE von 5kDa-PEG-scFv-hu225 
Aufgetragen wurden 20 mL Probe der entsalzte Peak 2 aus der HIC mit einem pH-Wert von 
4,0 und einer Leitfähigkeit von 5 mS/cm auf eine Säule (15 mm x 65 mm) mit einem CV von 
12,3 mL des schwachen Kationaustauscher-Materials Toyopearl GigaCap CM-650® (Tosoh 
Bioscience LLC) sowie mit einer Verweilzeit von 2,6 min (Elutionsverfahren im Stufengradi-
enten durch Erhöhung der Arginin-Konzentration). Die Proben für das SDS-PAGE wurden aus 
den zusammengeführten Peaks direkt aufgetragen. Proteine gefärbt mit kolloidalem Coomassie 
-Brillant-Blau G250. 
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PEGylierten scFv-hu225 sehr viel ähnlicher ist, als die der 5 kDa großen äquivalenten 
PEGylierten Proteine. Interessant war die Tatsache, dass beim 30 kDa-Ansatz die 
Hauptseparierung schon während der Bindung an der Säule erfolgte (Bindungsselektivi-
tät). Hierbei war ein Großteil der poly-PEGylierten-scFv als auch das freie 30 kDa-PEG 
im Durchfluss enthalten. Wie auch schon an der CEX-HPLC beobachtet werden konnte 
eluierte das 30 kDa-PEG-scFv vor dem 5 kDa-PEG-scFv.  
Insgesamt konnten beide PEGylierungsansätze mit Hilfe der HIC und des wCEX auch 
im scale-up gereinigt werden (siehe Abbildung 6-3 im Anhang). Die Reinheit der mono-
PEG-scFv Fraktionen konnte für die 5 kDa Fraktion auf über 98 % bestimmt werden 
wohin gegen die Reinheit der 30 kDa Fraktion nur bei ca. 90 % lag. Bedingt durch die 
nur sehr geringen Unterschiede in den physikochemischen Eigenschaften der einzelnen 
Produkte nach der PEGylierung ging die Reinigung mit Verlusten von ca. 25 % für das 
5 kDa mono-PEG-scFv bzw. 45 % für das 30 kDa mono-PEG-scFv einher. 
Somit verringert sich durch die Aldehyde-Chemie PEGylierung und durch die im An-
schluss durchgeführte Selektion von mono-PEG-scFv die gesamte Prozessausbeute auf 
12 bis 17 %. 
 
Abbildung 3-37: wCEX und SDS-PAGE von 30kDa-PEG-scFv-hu225 
Aufgetragen wurden 15 mL Probe der entsalzten Peak 2 und 3 aus der HIC mit einem pH-Wert 
von 4,0 und einer Leitfähigkeit von 5,5 mS/cm auf eine Säule (15 mm x 65 mm) mit einem CV 
von 12,3 mL des schwachen Kationaustauscher-Materials Toyopearl GigaCap CM-650® (To-
soh Bioscience LLC) sowie mit einer Verweilzeit von 2,6 min (Elutionsverfahren im Stufen-
gradienten durch Erhöhung der Arginin-Konzentration). Die Proben für das SDS-PAGE wur-
den aus den zusammengeführten Peaks direkt aufgetragen. Proteine gefärbt mit kolloidalem 
Coomassie -Brillant-Blau G250. 
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3.18 In vivo Pharmakologie 
Die gereinigten mono-PEG-scFv-hu225 Fraktionen des 5 kDa sowie des 30 kDa PEGy-
lierungsansatzes wurden gegen PBS diafiltriert, auf 1 mg/ml verdünnt und für die in 
vivo Versuche an der Maus (Mus musculus) bei -20°C eingefroren. Zur Ermittlung der 
jeweiligen pharmakologischen Halbwertszeit erfolgte jeweils eine Injektion von 
0,88 nmol des Wirkstoffes in die Schwanzvene (Vena caudalis mediana) an jeweils drei 
Mäusen. Dies entspricht einer relativen Stoffmengenkonzentration von ca. 29 nmol pro 
kg Körpergewicht1 und ist somit nahezu identisch zu der durchschnittlichen angewende-
ten therapeutischen Stoffmengenkonzentration von Cetuximab® beim Menschen mit ca. 
35 nmol pro kg Körpergewicht2 (Merck KGaA 2004). Nach bestimmen Zeiträumen 
wurde den Mäusen Blut entnommen, um die verbleibende Konzentration des Wirkstof-
fes im Serum per ELISA quantifizieren zu können (Abbildung 3-38). Es stellte sich dabei 
heraus, dass das nicht PEGylierte scFv-hu225 erwartungsgemäß eine sehr geringe 
Halbwertszeit von etwa 30 min aufwies. Nach sechs Stunden konnte nur noch weniger 
als 1 % des applizierten Wirkstoffes im Serum nachgewiesen werden. Das mit 5 kDa 
mono-PEG fusionierte scFv hatte verglichen dazu keinen nennenswerten Effekt auf eine 
Verlängerung der Halbwertszeit und verhielt sich in vivo im Wesentlichen genau wie 
das unPEGylierte scFv (Tabelle 3-7). Die 30 kDa mono-PEG-scFv zeigten hingegen 
zwei unterschiedliche Steigungen in der pharmakologischen Kinetik. In den ersten zwei 
Stunden nach der Injektion halbierte sich die Serumkonzentration. Diese Zeitspanne und 
die relativ geringe Halbwertszeit kann mit der Verteilung des Wirkstoffes vom Blut-
kreislauf in das umliegende Gewebe begründet werden. Danach zeigte der Wirkstoff-
konzentrationsverlauf im Blut eine erheblich verlängerte Halbwertszeit von ca. 33 Stun-
den. Nach einer Woche konnte noch etwa 1 % des PEGylierten scFv-hu225 im Blut 
nachgewiesen werden. Somit kann mittels der AUC Werte auf eine über 17fach höhere 
biologische Verfügbarkeit des 30 kDa mono-PEG-scFv-hu225 geschlossen werden.  
Während des gesamten in vivo Experiments konnten keine Abnormitäten an den Mäu-
sen und deren Verhalten festgestellt werden, welche auf zu hohe Konzentrationen an 
Endotoxin oder anderen Unverträglichkeiten zurückzuführen sind.  
1                                                     
1
 bei einem angenommenen durchschnittlichen Körpergewicht von 30 g pro Maus 
2
 Angenommen wird hierbei die Therapiedosis von 200 mg/m2 für einen 60 kg schweren Menschen mit 
einer geschätzten Körperoberfläche von 1,6 m2. (MWCetuximab= 152 kDa) 
 Ergebnisse: Ökonomische Betrachtung 107 
 
 
 
3.19 Ökonomische Betrachtung 
Nach Berechnung der direkt von dem Produkt abhängigen Kosten wie Energiever-
brauch, Salz- und Substratbedarf stellte sich heraus, dass die Herstellung und Reinigung 
von 1 g scFv-hu225 (35,1 µmol), bezogen auf die in Tabelle 3-2 aufgezeigte Produkti-
onsstrategie, theoretisch mit weniger als 63 Euro zu realisieren ist. Hierbei wurde inner-
halb eines Zeitraumes von 42 Stunden ein direktes Flüssigkeitsvolumen von etwa 
20 Litern benötigt.  
 
Abbildung 3-38: Ermittelter in vivo Konzentrationsverlauf im Serum von Mäusen 
Injiziert wurden jeweils drei Mäuse mit jeweils 0,88 nmol Wirkstoff (25 µg gelöst in 150 µL 
PBS), denen anschließend nach 3, 30, 60, 120 min sowie nach 6, 24, 72, 168 h jeweils 50 µL 
Blut entnommen, welches mittels EGFR-Fc basierenden ELISA auf die Wirkstoffkonzentra-
tion quantifiziert wurde. Diese ermittelten Konzentrationen wurden auf die Anfangskonzent-
ration (nach 3min) normiert. (Experiment durchgeführt und ausgewertet von Felix Unver-
dorben, AG Kontermann)  
Tabelle 3-7: Vergleich der Pharmakologie 
 scFv-hu225 mono-PEG scFv-hu225 
  5kDa PEG 30kDa PEG 
t1/2a [h] 0,5 ± 0,1 0,5 ± 0,1 1,6 ± 0,2 
t1/2b [h] 0,9 ± 0,1 2,8 ± 0 33,6 ± 1,3 
AUC [%h] 79 ± 27 85 ± 21 1454 ± 125 
t1/2a ist die ermittelte Halbwertszeit in Zeitraum bis 2 Stunden 
t1/2b ist die ermittelte Halbwertszeit in Zeitraum ab 6 Stunden 
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Bei der Berechnung des Zeitraumes wurden nur die minimal benötigten Zeitspannen 
berücksichtigt, welche direkt erforderlich waren, um das Zielprotein herzustellen und 
reinigen zu können. Eventuelle Pausen und Halteschritte wurden nicht berücksichtigt. 
Auch zusätzlich benötigte Zeiträume wie für die Analytik oder für die notwendigen 
Vor- und Nachbereitungen der jeweiligen Methoden und deren Geräte fanden ebenfalls 
keine Berücksichtigung (Medien- und Pufferherstellung, Vorkultur, Sterilisation, Inak-
tivierung, CIP, Äquilibrierung). Diese Zeiträume sind nicht direkt vom Prozess abhän-
gig und können meist parallel dazu erfolgen.  
Bei der Volumenberechnung wurden alle benötigten Flüssigkeitsvolumina herangezo-
gen, welche einen direkten Einfluss auf die Produktion und Reinigung hatten. Hierbei 
wurde ein Fermentationsvolumen von 2,6 L bei einer Gesamtausbeute von 50 % extra-
poliert (siehe Tabelle 3-2). Für den entsprechenden DSP wurden die ermittelten Verweil-
zeiten auf ein zur Zielproteinmenge äquivalentes Säulenvolumen berechnet. Das dafür 
notwendige Puffervolumen wurde bezüglich des theoretischen Säulenvolumens extrapo-
liert. Somit ist für die Reinigung von 1 g scFv-hu225 ein Puffervolumen von ca. 17 L 
notwendig (inklusive CIP, Säulenäquilibrierung).  
  
Abbildung 3-39: Produktionskosten von 35 µmol mono-5kDa-PEG-scFv-hu225  
Produktmenge ist äquivalent zu 1 g scFv bzw. 1,175 g mono-5kDa-PEG-scFv-hu225; 
Stoffmengenverhältnis von mPEG-aldehyd zum scFv während der PEGylierung betrug 5 zu 1; 
100% entsprechen 514 € (ohne Arbeitskosten, Fixkosten und Investitionskosten)  
Ultrafiltration (2X); 
6€; 1%
HIC; 17€; 3%
PEGylierung; 307€; 
60%
wCEX; 71€; 
14%
HZDF; 69€; 
14%
Extraktion; 
23€; 5%
MMC ; 
10€; 2%
nAEX; 2€; 
0,36%
CEX; 1€; 
0,29%
nCHT; 4€; 
0,83%
scFv 
Produktion; 
22%
Kostenverteilung zur Produktion von 35.1 µmol 
5 kDa mono-PEG-scFv 
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Bei Betrachtung des kompletten Prozesses inklusive PEGylierung und deren Derivatrei-
nigungen verschieben sich die Verhältnisse der Kosten erheblich. Zum einen verringert 
sich die Gesamtausbeute auf unter 20 % (bezogen auf die Expressionsstoffmenge an 
scFv-hu225) und zum anderen sind die hierbei verwendeten Substanzen erheblich kos-
tenintensiver (siehe Tabelle 3-8 für 5 kDa-PEGylierung und Tabelle 3-9 für 30 kDa-
PEGylierung). Die aktivierten Methoxy-Polyethylenglykolaldehyde bilden hierbei einen 
entscheidenden Kostenanteil. Dadurch erhöhen sich die theoretischen Kosten auf 
514 Euro für 35 µmol 5 kDa mono-PEGyliertes Zielprotein. Für das 30 kDa mono-
PEG-scFv sind diese Kosten um Faktor 4 höher (2.215 Euro). 
Bei der 5-kDa PEGylierung betrugt der extrapolierte Kostenanteil bei einem fünffachen 
Überschuss an PEG während der Reaktion ca. 60 %, wohingegen bei der 30 kDa PEGy-
lierung und einem dreifachen Überschuss an PEG der Kostenanteil bei über 87 % lag 
(vergleiche Abbildung 3-39 mit Abbildung 3-40). Dieser extreme Unterschied in den Kos-
tenanteilen kann hauptsächlich darin begründet werden, dass das aktivierte mPEG-
aldehyd (bezogen von NOF America Corporation, NY 10601, USA) nach Gewicht und 
nicht nach Stoffmenge kommerziell erhältlich ist. Somit ist das 30 kDa mPEG-aldehyd 
 
Abbildung 3-40: Produktionskosten von 35 µmol mono-30kDa-PEG-scFv-hu225 
Produktmenge ist äquivalent zu 1 g scFv bzw. 2,053 g mono-30kDa-PEG-scFv-hu225. 
Stoffmengenverhältnis von mPEG-aldehyd zum scFv während der PEGylierung betrug 3 zu 1. 
100% entsprechen 2.215€ (ohne Arbeitskosten, Fixkosten und Investitionskosten) 
Ultrafiltration (2X); 
8€; 0%HIC; 24€; 1%
PEGylierung; 
1.915€; 87%
wCEX; 104€; 5%
HZDF; 100€; 
4%
Extraktion; 
34€; 2%
MMC ; 
15€; 
0,66%
nAEX; 3€; 
0,12%
CEX; 2€; 
0,10%
nCHT; 
6€; 
0,28%
scFv Produktion; 7%
Kostenverteilung zur Produktion von 35.1 µmol 
30 kDa mono-PEG-scFv 
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über siebenmal teurer als die gleiche Stoffmenge des 5 kDa mPEG-aldehyd. Hierbei 
betrug die Ausbeute an mono-PEGyliertem Zielprotein 47 % bei der 5 kDa PEGylie-
rung und 44 % bei der 30 kDa PEGylierung. Die verschieden hohen Verluste während 
der Reinigung des mono-PEGylierten-scFv stellen einen weiteren erheblichen Unter-
schied in der Wirtschaftlichkeit dar. Hierbei konnten etwa 75 % des 5 kDa mono-PEG-
scFv-hu225 bzw. 55 % des 30 kDa mono-PEG-scFv-hu225 separiert werden.  
Außerdem gilt die Verwendung der Aminosäure Arginin während der Elution vom 
schwachen Kationenaustauscher (wCEX) ebenfalls als ein zusätzlicher Kostenfaktor, 
welcher selbst bei der Herstellung des teuren 30 kDa mono-PEG-scFv-hu225 Fragmen-
tes noch 5 % der zu erwartenden Verbrauchskosten ausmacht. Die Hydrophobe-
Interaktionschromatographie ist zwar aufgrund der hohen Salzkonzentrationen und der 
anschließend erforderlichen Entsalzung der zweit-teuerste chromatographische Reini-
gungsschritt, geht aber bezüglich der Verbrauchskosten mit einem Kostenanteil von 
3-1 % kaum in die jeweiligen Berechnungen ein. Neben den Verbrauchskosten erhöhte 
sich durch die PEGylierung und deren Reinigung auch der Bedarf bzw. Verbrauch an 
Flüssigkeitsvolumen auf 90 bis 130 Liter pro 35 µmol mono-PEG-scFv. Der Zeitraum 
der beschriebenen Downstream Strategie und der PEGylierung sowie deren Reinigung 
konnte auf etwa 37 Stunden festgesetzt werden (vergleiche Tabelle 3-8 mit Tabelle 3-9).  
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Tabelle 3-8: Kosten-Übersicht von 35 µmol mono-5kDa-PEG-scFv 
Schritt Ausbeute1 Zeit2 Volumen3 Kosten 
  µmolscFv h L CV in L Substrat4 Energie5 Gesamt6 
Vorkultur 
 
11,3 0,4 
 
0,26 € 1,01 € 1,27 € 
Batch HZDF 
 
10,0 5,7 
 
4,76 € 12,94 € 17,70 € 
Fed Batch 
 
16,3 6,7 
 
4,48 € 22,21 € 26,69 € 
Induktion 
 
4,1 7,5 
 
16,74 € 6,43 € 23,16 € 
Up Stream 198,4 41,7 7,5 
 
26,24 € 42,58 € 68,82 € 
  
       
Extraktion 128,9 1,5 24,7 
 
12,70 € 10,62 € 23,32 € 
MMC 120,4 2,6 15,6 0,74 6,33 € 6,69 € 13,02 € 
nAEX 111,2 3,7 3,2 0,25 0,37 € 1,38 € 1,75 € 
CEX 104,5 1,2 2,8 0,17 0,25 € 1,19 € 1,43 € 
nCHT 101,9 1,2 2,8 0,12 2,99 € 1,22 € 4,21 € 
Downstream 
 
10,1 49,1 
 
22,63 € 21,10 € 43,74 € 
  
       
5 kDa PEGylierung 47,9 16 1,5 
 
307,02 € 0,14 € 307,15 € 
HIC 43,1 2,93 12,2 0,37 11,54 € 5,26 € 16,80 € 
Ultrafiltration 1 40,9 3,57 7,2 
 
1,39 € 3,38 € 4,76 € 
wCEX 37,1 1,25 7,5 0,20 67,87 € 3,23 € 71,10 € 
Ultrafiltration 2 35,2 2,86 2,80 
 
0,09 € 1,29 € 1,38 € 
PEG Modifikation 
 
26,6 31,2 
 
387,90 € 13,29 € 401,19 € 
        
  
       
Total 35,1 78,4 87,8 
 
436,78 € 72,66 € 513,75 € 
1
 entspricht einer Gesamtausbeute von 18 % und ist äquivalent zu 1 g scFv-hu225 bzw. 1,175 g 
mono-5 kDa-PEG-scFv-hu225 
2
 benötigte Zeit zur Produktion, Reinigung und Reaktion ohne F&T-Schritt und Vor- und 
Nachbereitung wie CIP, Medienvorbereitung, Auf- und Abbau und Säulen-Äquilibrierung 
3
 extrapoliertes benötigtes Flüssigkeits- und Puffervolumen (Säulenvolumen extra unter CV 
aufgeführt) der einzelnen Arbeitsschritte mit potenziellem Kontakt zum PoI (ohne Verbrauch 
an Kühlflüssigkeit);  
4
 Salz- und Substratkosten bezogen auf die benötigten Volumen- und Stoffmengenanteile (be-
rechnet auf Grundlage der Kostenübersicht (siehe Tabelle 6-5 im Anhang))  
5
 Berechnet aus relativem Energiebedarf bei dreifacher Erwärmung (ΔT = 3x 100°C entspricht 
3x 0,136 kWh/L) und Verdampfung (3x 0,58 kWh/L) des Flüssigkeitsvolumens entspricht der 
Herstellung von destilliertem Wasser, der Sterilisation sowie der Inaktivierung addiert mit den 
jeweiligen Energieeintrag bezogen auf den Zeitraum und das Volumen (1 kWh/L/h) bei Strom-
kosten von 20 Cent pro kWh 
6
 Summe der direkt abhängigen Substrat und Energiekosten ohne Berücksichtigung von Perso-
nalkosten, Investitionskosten und Abschreibung 
112 Ergebnisse: Ökonomische Betrachtung  
 
 
Tabelle 3-9: Kosten-Übersicht von 35 µmol mono-30kDa-PEG-scFv 
Schritt Ausbeute1 Zeit2 Volumen3 Kosten 
  µmolscFv h L CV in L Substrat4 Energie5 Gesamt6 
Vorkultur 
 
11,3 0,5 
 
0,38 € 1,47 € 1,84 € 
Batch HZDF 
 
10,0 8,3 
 
6,94 € 18,85 € 25,79 € 
Fed Batch 
 
16,3 9,7 
 
6,53 € 32,35 € 38,88 € 
Induktion 
 
4,1 10,9 
 
24,38 € 9,36 € 33,74 € 
Up Stream 288,9 41,7 10,9 
 
38,23 € 62,02 € 100,25 € 
  
       
Extraktion 187,8 1,5 36,0 
 
18,50 € 15,47 € 33,97 € 
MMC 175,4 2,6 22,7 1,08 9,22 € 9,75 € 18,97 € 
nAEX 161,9 3,7 4,7 0,36 0,53 € 2,01 € 2,54 € 
CEX 152,2 1,2 4,0 0,25 0,36 € 1,73 € 2,09 € 
nCHT 148,4 1,2 4,1 0,18 4,36 € 1,78 € 6,14 € 
Downstream 
 
10,1 71,5 
 
32,96 € 30,74 € 63,71 € 
  
       
30 kDa PEGylierung 65,3 16 2,1 
 
1.915,15 € 0,20 € 1.915,35 € 
HIC 47,0 2,93 17,8 0,54 16,81 € 7,66 € 24,47 € 
Ultrafiltration 1 44,7 3,57 10,2 
 
1,50 € 4,78 € 6,29 € 
wCEX 35,3 1,25 10,9 0,29 98,86 € 4,70 € 103,57 € 
Ultrafiltration 2 33,5 2,86 3,70 
 
0,09 € 1,68 € 1,76 € 
PEG Modifikation 
 
26,6 44,8 
 
2.032,42 € 19,02 € 2.051,44 € 
        
  
       
Total 35,1 78,4 127,2 
 
2.103,61 € 88,03 € 2.215,39 € 
1
 entspricht einer Gesamtausbeute von 12 % und ist äquivalent zu 1 g scFv-hu225 bzw. 1,175 g 
mono-30 kDa-PEG-scFv-hu225 
2
 benötigte Zeit zur Produktion, Reinigung und Reaktion ohne F&T-Schritt und Vor- und 
Nachbereitung wie CIP, Medienvorbereitung, Auf- und Abbau und Säulen-Äquilibrierung 
3
 extrapoliertes benötigtes Flüssigkeits- und Puffervolumen (Säulenvolumen extra unter CV 
aufgeführt) der einzelnen Arbeitsschritte mit potenziellen Kontakt zum PoI (ohne Verbrauch an 
Kühlflüssigkeit);  
4
 Salz- und Substratkosten bezogen auf die benötigten Volumen- und Stoffmengenanteile (be-
rechnet auf Grundlage der Kostenübersicht (siehe Tabelle 6-5 im Anhang)) 
5
 Berechnet aus relativem Energiebedarf bei dreifacher Erwärmung (ΔT = 3x 100°C entspricht 
3x 0,136 kWh/L) und Verdampfung (3x 0,58 kWh/L) des Flüssigkeitsvolumens entspricht der 
Herstellung von destilliertem Wasser, der Sterilisation sowie der Inaktivierung addiert mit den 
jeweiligen Energieeintrag bezogen auf den Zeitraum und das Volumen (1 kWh/L/h) bei Strom-
kosten von 20 Cent pro kWh 
6
 Summe der direkt abhängigen Substrat und Energiekosten ohne Berücksichtigung von Perso-
nalkosten, Investitionskosten und Abschreibung 
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4 Diskussion 
4.1 Up-Stream: Periplasma Produktion, rhaBAD Induktionssystem 
Die Entwicklung und Etablierung einer verlässlichen periplasmatischen Produktion des 
humanisierten Antikörperfragmentes (scFv-hu225) durch den prokaryotischen Wirt E-
scherichia coli BL21 (DE3) rha- mittels des rhaPBAD Induktionssystems konnte im 
Rahmen dieser Arbeit erfolgreich umgesetzt werden. Entscheidend für das Verständnis 
der Produktbildung waren dabei die Test-Fermentationen im Zwei-Liter-Reaktor-
Maßstab. Durch diese Versuche konnte die Induktionsmethode mittels L-Rhamnose 
optimiert und an eine Hochzelldichte-Produktionsstrategie angepasst werden.  
Bei der Induktion mit Rhamnose (2 g/L) zeigte sich deutlich, dass nach einem Indukti-
onszeitraum von vier Stunden die scFv-hu225 Produktion (700 ± 50 mg/L) ihr Maxi-
mum erreichte. Zusätzlich wirkte sich die Verwendung des Protease-defizienten E. coli 
Stammes BL21 (defizient für lon-Protease, ompT Protease) positiv aus, da kein proteo-
lytischer Abbau des Zielproteins während der Produktion noch während der Reinigung 
beobachtet werden konnten. Zusätzlich konnte die Abspaltung des pelB-Signalpeptids 
beim Produkt-Transfer ins Periplasma durch die N-terminale Aminosäuresequenzierung 
mittels Edman-Abbau eindeutig bestätigt werden. Da bisher keine veröffentlichten Stu-
dien über eine periplasmatische Produktivität dieses vor ca. 15 Jahren entwickelten Ex-
pressionssystems vorlagen, war es nur möglich die erhaltene Produktivität mit anderen 
Expressionssystemen zu vergleichen. Für die periplasmatische Hochzelldichteprodukti-
on von Antikörperfragmenten mit IPTG induzierbaren Expressionssystemen wurden 
Produktausbeuten von 0,3 bis 1 g/L publiziert (Premsukh et al. 2011; Jeong & Rani 
2011). In einem Ausnahmefall wurde eine volumetrische Produktausbeute von bis zu 
2 g/L beschrieben (Harrison & Keshavarz-Moore 1996). Diese periplasmatischen Aus-
beutebereiche decken sich mit Werten aus der Industrie, wobei hier Ausbeuten von 
deutlich über 1 g/L eher zur Ausnahme zählen. Verglichen mit den Produktausbeuten 
aus zytosolischen Produktionen sind die periplasmatischen Produktausbeuten in der Re-
gel deutlich geringer. Dies könnte entweder an einer Limitierung des Proteinexportpro-
zesses ins Periplasma oder an der eigentlichen Produktexpression liegen. 
Während der gesamten Arbeit konnten keine lichtmikroskopischen Auffälligkeiten, 
welche auf „Inclusion-bodies“ (IB) hinweisen würden, beobachtet werden. Zusätzlich 
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kann davon ausgegangen werden, dass die gemessenen löslichen Konzentrationen an 
scFv-hu225 hauptsächlich im Periplasma der Zelle lokalisiert sein mussten. Denn nach 
erfolgtem osmotischen Schock konnten kaum zusätzliche Produktmengen im anschlie-
ßenden Komplettaufschluss nachgewiesen werden. Das beweist jedoch nicht, dass keine 
IBs gebildet wurden, sondern sagt nur aus, dass keine nachgewiesen werden konnten. 
Per Quantifizierung von Gesamtaufschlüssen mittels Protein-L Chromatographie konnte 
eine mittlere Produktbildungsrate von ca. 10 scFv-hu225 Proteinen pro Sekunde und 
pro Zelle während der ersten vier Stunden der Induktion unter optimalen Bedingungen 
ermittelt werden. Dies entspricht einer mittleren theoretischen Auslastung von weniger 
als 2 % bei einer angenommenen Translationsrate der S70 Ribosomen von 15 Amino-
säuren pro Sekunde und bei einer geschätzten mittleren Anzahl von 15.000 Ribosomen 
pro Zelle. Nach vier Stunden betrug der Anteil an Zielprotein um die 3 % im Verhältnis 
zum Gesamtproteinanteil. Da der Wirtzellproteinanteil im Periplasma zwischen 4 -  8 % 
(Beacham 1979) liegt kann davon ausgegangen werden, dass der Proteinanteil des scFv-
hu225 im Periplasma nicht über 40 % hinaus anstieg (siehe Tabelle 6-2). Interessant an 
dieser Stelle wäre eine Identifikation der Transkriptionsrate, z.B. durch Quantifizierung 
der mRNA-Verhältnisse während des Induktionszeitraumes. Daraus könnte die theoreti-
sche Translationsrate des Zielproteins bestimmt und mit der tatsächlich nachgewiesenen 
Konzentration an Zielprotein verglichen werden. Dadurch könnte ein mögliches „bott-
leneck“ der Produktbildung identifiziert oder zumindest eingegrenzt werden (Transkrip-
tion, Translation oder Proteintransfer). Diese Erkenntnis könnte dazu beitragen das Zu-
sammenspiel zwischen Rhamnose-Expressionssystem und dem pelB-Exportsystem bes-
ser zu verstehen und dabei helfen es zu verbessern. 
Bei genauer Betrachtung des gesamten scFv-Expressions- und Stoffwechselprozesses 
fällt auf, dass die Produktbildungsrate jeweils in den ersten vier Stunden der Indukti-
on - unabhängig von den Fermentationsbedingungen - nahezu konstant war und danach 
begann zu kollabieren. Gleichzeitig stieg nach diesem Zeitraum die extrazelluläre Pro-
duktkonzentration an (siehe Abschnitt 3.1). Nach acht Stunden Induktion stieg die Glu-
kosekonzentration im Medium so stark an, dass davon ausgegangen werden kann, dass 
die Glukoseaufnahme und somit der Stoffwechsel der Zellen fundamental gestört wa-
ren. Diese Ursachen können eindeutig auf den Induktions- bzw. Expressionsprozess 
zurückgeführt werden, da dieser Effekt zeitlich abhängig vom Induktionszeitpunkt und 
unabhängig von der Zelldichte auftrat.  
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Bei einer mittleren Tiefe von 25 nm des periplasmatischen Raums entspricht der be-
rechnete Volumenanteil ca. 15 % des gesamten Zellvolumens, was mit den Literatur-
werten von 15 bis 30 % übereinstimmt (Stock et al. 1977; Sochacki et al. 2011). Wird 
zusätzlich davon ausgegangen, dass ca. 150.000 Zielproteine (scFv-hu225) pro E.coli 
Zelle im Periplasma vorhanden waren und das hydrodynamische Volumen eines Anti-
körperfragmentes auf 58 nm3 bestimmt werden konnte, dann entspricht der gesamte Vo-
lumenanteil der produzierten Zielproteine im Periplasma weniger als 8 %. Jedoch muss 
hierbei die Peptidoglycanschicht, welche den periplasmatischen Raum aufteilt, berück-
sichtigt werden. Dieser so genannte Mureinsacculus stabilisiert die gesamte Zelle gleich 
einem Korsett und ist maßgeblich für die Formgebung der Zelle verantwortlich (siehe 
Abbildung 1-4). Durch den verkleinerten zur Verfügung stehenden Raum im Periplasma 
könnte die Produktion des scFv erheblich mehr Volumenanteile beanspruchen. Dadurch 
würde über die drucksensitiven OmpC/F (Outer membrane porin protein C/F) eine Sig-
nalkaskade ausgelöst werden, welche in der Lage ist das PTS System (Phosphotrans-
ferasesystem) zu inhibieren und somit den Transfer von Glukose durch die Zellmemb-
ran deutlich zu reduzieren (Lemuth et al. 2008; Fuentes et al. 2013). Diese Theorie be-
stätigt die Beobachtung, dass die Zellen ab einem bestimmten Zeitpunkt kaum noch 
Glukose aufnahmen, wodurch die Glukosekonzentration im Medium nachweislich nach 
acht Stunden schlagartig begann anzusteigen. Gegen diese Annahme spricht jedoch die 
Beobachtung, dass schon nach vier Stunden Induktionsdauer die Produktion zusam-
menbrach und gleichzeitig die scFv Konzentration im Fermentationsmedium begann 
anzusteigen. Letzteres lässt auf eine Störung der äußeren Zellwandintegrität schließen, 
was sehr wahrscheinlich die Funktionalität der OmpC/F stört und somit das PTS System 
negativ beeinflussen sollte. Somit ist der Zeitraum zwischen 4 - 8 Stunden nach der In-
duktion nur schwer zellbiologisch zu beschreiben und stellt einen interessanten For-
schungsansatz dar. Alle Versuche zur Verlängerung des Produktbildungszeitraumes 
über vier Stunden hinaus führten zu keinem messbaren Erfolg. Ein prokaryotisches Ex-
pressionssystem, welches in der Lage ist über einen längeren Zeitraum das Zielprotein 
zu produzieren und in den Überstand abzugeben stellt einen großen ökonomischen 
Mehrwert dar. Ein Beispiel eines solchen extrazellulären industriell genutzten Expressi-
on Systems mit E. coli ist das ESETEC® (Wacker Biotech GmbH 2009). Hier wurden 
zum Beispiel nach einem Induktionszeitraum mit IPTG von 25 Stunden extrazelluläre 
Ausbeuten von über 11 g/L erreicht.  
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Zusammenfassend konnten während der Produktexpression drei wichtige Erscheinun-
gen im Zusammenhang mit der Rhamnose-Induktion beobachtet werden. Erstens: das 
Einstellen der scFv-Produktion nach vier Stunden, zweitens: die gleichzeitige Permeabi-
lität der Zellwand mit einhergehender Erhöhung der extrazellulären Produktkonzentra-
tion und drittens: die Verringerung der Glukoseaufnahmerate der Zellen nach etwa acht 
Stunden Induktion. Mit der Identifikation der Ursachen dieser reproduzierbaren Ereig-
nisse könnten Wege aufgezeigt werden, um die Produktivität mit diesem Expressions-
system nachhaltig zu verbessern. Zusätzlich könnten zur Erhöhung der wirtschaftlichen 
Produktivität Versuche zum Induktionszeitpunkt im Verhältnis zur Biomasse durchge-
führt werden. Des Weiteren sollte im scale-up die Biomasseproduktion zur Verbesse-
rung der volumetrischen Produktivität ausschließlich bei 37 °C durchgeführt werden. 
Die Anpassung der Wachstumsrate und Temperatur auf 0,1 h-1 bei 30 °C während des 
Fed-batch sollte somit erst kurz vor der Induktion erfolgen. Außerdem wäre es aus öko-
nomischer Sicht folgerichtig das Inokulumvolumen von 5 % auf 20 % zu erhöhen. So-
mit könnte die gesamte Hochzelldichtefermentation in weniger als 50 % der hier be-
schriebenen Zeitspanne ablaufen, was eine Ersparnis von über 30 % an Energie und 
Verbrauchsmaterialen bedeuten würde (siehe Anteil HZDF in Abbildung 4-1). Unabhän-
gig davon konnte die verwendete Kombination aus Rhamnose-Expressionssystem und 
pelB-Proteintransfer vergleichbare volumetrische Ausbeuten für Immunoglobulinfrag-
mente liefern wie etablierte Systeme. 
4.2 Verbindung zwischen Up- und Downstream 
Ausschlaggebend für das Design des späteren Downstream-Prozesses war dabei die 
Entscheidung für eine intrazelluläre scFv-Produktion und Reinigung. Während den Ex-
pressionsstudien stellte sich heraus, dass bei Induktionszeiten von über vier Stunden die 
Produktkonzentration im Fermentationsmedium anstieg (siehe Abbildung 3-2). Bei In-
duktionszeiträumen von über acht Stunden verschob sich das Konzentrationsverhältnis 
immer weiter in den Überstand, wobei nach neun Stunden 70 bis 80 % des Zielproteins 
extrazellulär lokalisierten. Es gab jedoch auch vereinzelt Fermentationen, deren Anstieg 
extrazellulärer Produktkonzentration geringer ausfiel als bei vergleichbaren Fermentati-
onen. Welche Faktoren für die Produktsegregation ins Medium verantwortlich sind 
konnte in den bisherigen Versuchen nicht ermittelt werden. Es zeigte sich jedoch auch, 
dass die Gesamtmenge an produziertem scFv nach vier Stunden das Maximum erreichte 
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und das Induktionszeiträume darüber hinaus zu keiner Ausbeuteerhöhung führten. So-
mit war die Reproduzierbarkeit der Produktlokalisation ein entscheidender Punkt für die 
Prozessentwicklung.  
Vorteilhaft für eine Reinigungsstrategie ist fast immer die Isolierung des Produktes aus 
dem Fermentationsüberstand, da hierbei der oftmals aufwändige Produktextraktions-
schritt umgangen werden kann. Durch einfache Separierung der Biomasse konnte somit 
das Zielprotein zusammen mit verhältnismäßig wenig Wirtzellprotein im Fermentati-
onsmedium gelöst zurückbleiben. Zusätzlich steigt hierbei normalerweise das Arbeits-
volumen nicht über das des ursprünglichen Fermentationsvolumens hinaus an, was be-
sonders im scale-up aufgrund des geringeren Aufwandes und Kosten vorteilig ist. Nach-
teilig bei dieser Methode war jedoch der Umstand, dass die Leitfähigkeit des 
Überstandes nach der HZDF bei 40 bis 55 mS/cm lag. Dadurch war eine direkte Ad-
sorption an einen Ionenaustauscher im Zuge des „scFv-Capture“-Schrittes nur möglich, 
wenn der Salzgehalt reduziert werden konnte. Diafiltrationsversuche mittels Querstom-
Membran-Filtration zeigten jedoch, dass das Antischaummittel aus der Fermentation die 
Filtrationsmembranen komplett verblockten und somit nicht angewendet werden konn-
ten. Da das Antischaummittel ebenfalls hydrophobe Chromatographie-Materialien (HIC 
und MMC), welche Proteine bei höheren Salzgehalten adsorbieren können, negativ be-
einflusste konnte - zu dem Zeitpunkt - keine reproduzierbare „Capturing“ Methode 
identifiziert werden.  
Alternativ wurde versucht bei den Fermentationen mit weniger Antischaummittel aus-
zukommen. Hierbei zeigte es sich jedoch als problematisch, dass die verwendeten Reak-
torsysteme über keine Antischaumsonden verfügten, welche es ermöglicht hätten, die 
Antischaumzugabe bedarfsgerecht und sparsam zu gestalten. Dieses Problem hätte ggf. 
eine antischaumadsorbierende Chromatographie-Säule beheben können, jedoch wurde 
dies nicht weiter untersucht, da mittlerweile sehr gute Ergebnisse aus der periplasmati-
schen Produktextraktion vorlagen, welche Ausbeuten von 70 % erreichen konnten.  
Ein weiterer wichtiger Vorteil der Produktextraktion, neben der Separierung des Anti-
schaummittels zusammen mit dem Fermentationsüberstand, war die Etablierung des 
„Freeze & Thaw“ Schrittes. Hierbei konnte die Biomasse aus der Fermentation in Frak-
tionen bei -80 °C platzsparend über lange Zeiträume hinweg bis zur Produktaufarbei-
tung gelagert werden. Diese räumliche und zeitliche Trennung zwischen Up- und 
Downstream stellt einen wichtigen Punkt nicht nur in der Prozessentwicklung, sondern 
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auch generell in der Auslegung und Dimensionierung einer Downstream-Produktion 
dar. Es konnte somit in den folgenden Untersuchungen immer auf die gleiche Charge 
zurückgegriffen werden. Zusätzlich kann eine ausführliche Analytik der Fermentation 
und der Produktion stattfinden, ohne dass die Gefahr besteht, dass es in der Zwischen-
zeit zu einer Proteolyse kommt. Das Einfrieren des Fermentationsüberstandes hingegen 
ist wesentlich aufwendiger da hierbei ca. fünfmal mehr Volumen pro Produktmenge 
gehandhabt werden muss. Dies erhöht nicht nur die benötigte Lagerkapazität, sondern 
auch die Zeitspannen für den Einfier- und Auftauvorgang erheblich.  
Zusätzlich hatten die bisher durchgeführten USP-Optimierungen der scFv-Produktion in 
der HZDF, mit der Verdopplung der spezifischen Produktbildungsrate einen gro-
ßen - oft unterschätzten - Effekt auf den ganzen DSP. Damit konnte zum einen die vo-
lumetrische Produktivität für den osmotischen Schock halbiert werden. Zum anderen 
verdoppelte sich allein dadurch das Verhältnis zwischen scFv und Wirtzellprotein und 
somit gleichzeitig die finale Qualität des gereinigten Produktes bei konstanter Leistung 
im DSP. In einfachen Worten: Verdoppelt sich die spezifische Produktausbeute dann 
halbiert sich der Aufwand zur Reinigung. 
Dieser Zusammenhang verdeutlicht sehr gut, dass die Produktion bzw. der Up-Stream-
Prozess einen erheblichen Einfluss auf die Prozesse im Downstream haben kann. Ganz 
besonders gilt dies natürlich für die Produktlokalisation aber auch für die Produktions-
bedingungen wie der übermäßige Einsatz von Antischaummittel und deren negative 
Folgen im Downstream. Zusätzlich ist es für die Entwicklung eines GMP (good manu-
facturing practice) Prozesses elementar auf eine möglichst hohe Reproduzierbarkeit 
eines Prozesses zu achten.  
4.3 Periplasmatische Produktextraktion 
Die Extraktion des Zielproteins von der Biomasse stellt den ersten und einen der wich-
tigsten Arbeitsschritte eines prokaryotischen Proteinreinigungsprozesses dar. Der ver-
hältnismäßig größte Verlust an Zielprotein findet häufig hierbei statt. Gleichzeitig ist 
die größte Konzentration an Verunreinigungen wie Wirtzellprotein, DNA und Endoto-
xin am Anfang des DSP am höchsten. Diese müssen im Laufe des Reinigungsprozesses 
möglichst vollständig vom Zielprotein separiert werden.  
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Der in dieser Arbeit vorwiegend untersuchte osmotische Schock stellt, neben einem 
Hitze-Aufschluss, eine der einfachsten und gleichzeitig effizientesten periplasmatischen 
Extraktionsmethoden dar. Durch die Kombination mit einem F&T-Schritt - welcher 
ebenfalls Anwendung als Aufschlussmethode finden kann - konnte die Ausbeute wäh-
rend der Extraktion signifikant erhöht werden. Gleichzeitig wurde dabei die Abkopp-
lung zwischen Up- und Downstream Prozess genutzt und somit in den Gesamtprozess 
ideal eingebunden. Jedoch stellt sich bei genauerer Betrachtung die Frage, warum die 
Effektivität des osmotischen Schocks so deutlich erhöht werden konnte, wenn während 
der Auftauphase der gefrorenen Biomasse auf die Abwesenheit eines Puffers verzichtet 
wurde. Bisher konnte in der Literatur kein Hinweis hierfür gefunden werden, da Veröf-
fentlichungen welche diese Kombination an Periplasmaaufschluss untersuchten aus-
schließlich Auftaupuffer verwendeten (Rathore et al. 2003). Es kann jedoch angenom-
men werden, dass während des Auftauprozesses ohne Puffer ungünstigere Bedingungen 
für die Zellen vorliegen um die - durch den F&T Schritt - beschädigten Zellwände zu 
stabilisieren. Davon unabhängig blieb der Wirtzellproteinanteil weitestgehend unverän-
dert und es kann davon ausgegangen werden, dass die Zytoplasma-Membran während 
der Auftauphase ohne Puffer nicht zusätzlich beschädigt wurde.  
Die aufgetaute Zellpaste konnte anschließend einfach durch Rühren in einem Volumen-
anteil eiskalter, hypertonischer Lösung innerhalb kurzer Zeit resuspendiert werden. 
Hierbei gaben die Zellen Wasser in die Umgebung ab, um den osmotischen Unterschied 
ausgleichen zu können und verringerten dabei ihr Volumen. Gleichzeitig wirkte das 
EDTA als Chelat-Komplexbildner und destabilisierte die Zellwand noch weiter indem 
es die bivalenten Kationen herauszog.  
Der eigentliche osmotische Schock an den Zellen erfolgte durch rasche Zugabe von 
zehn Volumenanteilen destillierten Wassers. Hierbei waren hauptsächlich die Tempera-
tur und die Inkubationszeitspanne ausschlaggebend. Durch die Verwendung von 20 °C 
warmen Wassers konnte in 15 Minuten die gleiche Ausbeute erreicht werden wie bei 
der Verwendung von eiskaltem Wasser und 180 Minuten Inkubationszeit. Jedoch wur-
den mit warmem Wasser mehr als doppelt so viel Wirtzellprotein im Aufschluss nach-
gewiesen. Selbst bei der Extraktion mit kaltem Wasser lag der Anteil an Wirtzellprotei-
nen immer noch doppelt so hoch wie es theoretisch bei einem reinen Periplasmaauf-
schluss zu erwarten gewesen wäre. Der Anteil an periplasmatischen Wirtzellproteinen 
liegt normallerweise bei weniger als 8 % des löslichen Gesamtproteingehaltes einer 
E. coli Zelle (Beacham 1979). Es kann davon ausgegangen werden, dass beim alternati-
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ven osmotischen Schock (beschrieben in Abschnitt 3.6) teilweise auch die innere Zell-
membran beschädigt wurde. Dadurch gelangten lösliche zytoplasmatische Bestandteile - 
Proteine, RNA- und DNA-Fragmente - in den Überstand. Diese müssten in den nach-
folgenden Reinigungsschritten zusätzlich entfernt werden. Dennoch weist der hier be-
schriebene alternative osmotische Schock neben dem F&T-Schritt das höchste Verhält-
nis zwischen Ziel- und Wirtzellprotein auf (siehe Abbildung 3-11). 
Außerdem wurde, abweichend von gängigen Methoden, auf die Verwendung eines Puf-
fers weitestgehend verzichtet, da der pH-Wert in dieser Phase im selben Bereich ablief 
wie während der Fermentation. Dadurch war noch genügend Pufferkapazität in der Zell-
feuchtmasse vorhanden, um den pH-Wert während des Aufschlusses konstant zu halten. 
Dies war notwendig da für die anschließende Wirtzellproteinfällung der pH-Wert so 
weit reduziert werden musste, dass hohe Pufferkonzentrationen innerhalb der hypertoni-
schen Lösung diesen Vorgang wesentlich erschwert gestaltet hätten.  
Durch die Kombination einer Produktextraktion mit einer Wirtzellproteinfällung konn-
ten die Sedimentationsschritte vereint werden, wodurch mehrere verfahrenstechnische 
Nachteile, hervorgerufen durch den osmotischen Schock, kompensiert wurden. Die ho-
hen technischen Anforderungen zur Biomasseabtrennung nach erfolgtem osmotischen 
Schock konnten damit umgangen werden. Dabei fungierten die präzipitierenden Wirt-
zellproteine als Flokkulationsmittel, welches die protoplastartigen Zellen miteinander 
aggregieren ließen. Hierdurch verbessern sich die Sedimentationseigenschaften enorm 
und stellen auch im scale-up keine Hürde dar. Dies ermöglicht bei großen Volumina die 
verfahrenstechnische Nutzung von einfachen Tellerseparatoren, Gegenstrom-Dekantern 
oder kontinuierlichen Durchflusszentrifugen. Durch die Zugabe von bivalenten Katio-
nen konnte dieser Sedimentationseffekt noch verstärkt werden und gleichzeitig ein er-
heblicher Anteil (99,9 %) an Endotoxin (LPS) in Form von Mizellen und Vesikeln aus 
dem Periplasmaaufschluss entfernt werden (siehe Tabelle 3-2 und Abbildung 3-23). Der 
Inkubationszeitraum für diesen Fällungsvorgang spielte bei 4 °C eine untergeordnete 
Rolle, da dieser pH-Fällungsvorgang, anders als bei einer Aussalzung, sich sehr schnell 
einstellte. Die gemessenen Proteinverhältnisse im Überstand waren nach zehn Minuten 
nahezu identisch mit denen nach 16 Stunden. Da mögliche Proteasen, sofern diese nicht 
ausgefallen sind, bei pH 3 inhibiert sind eignet sich dieser Punkt der Reinigung gut als 
zeitlicher Pufferschritt (Hold-Step).  
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Der gesamte Produkt-Biomasse-Trennprozess abgesehen vom Auftauvorgang - welcher 
über Nacht ablief - kann in weniger als zwei Stunden durchgeführt werden. Eine mög-
lichst kurze Zeitspanne vom Aufschluss bis zum Capturing-Schritt ist in jedem Prozess-
design dienlich, da mögliche Proteaseaktivitäten zeitlich eingegrenzt werden. Dieser 
Grundsatz konnte mit dieser kombinierten Extraktionsmethode erfolgreich eingehalten 
werden. 
4.4 Chromatographischer Reinigungsvorgang 
Da das initial verwendete Protein-L Material (Affinitätschromatographie) zu teuer, nicht 
cGMP konform und nur begrenzt wiederverwendbar war, wurde nach alternativen 
Downstream-Methoden zur Prozessentwicklung gesucht. 
Während der Suche und Selektion nach geeigneten chromatographischen Materialien 
und Methoden im Batch-Verfahren wurde deutlich, dass eine Quantifizierung des Ziel-
proteins mittels Protein-L Chromatographie durch FPLC nicht angewendet werden 
konnte. Der Grund dafür war das hohe erforderliche Probenvolumen, welches mindes-
tens 0,25 mg Zielprotein entsprechen musste, um eine reproduzierbare Quantifizierung 
des Elutionspeaks über AUC gewährleisten zu können. Des Weiteren war diese Metho-
de im Probendurchsatz pro Zeiteinheit limitiert und eignete sich dadurch eher als pro-
zessbegleitende Einzelanalysemethode (off-stream). Somit konnten die initialen „scree-
ning“ Versuche nur semiquantitativ mittels SDS-PAGE und Western Blot durchgeführt 
werden. Die Entwicklung der einzelnen chromatographischen Schritte erfolgte mit Hilfe 
von empirisch durchgeführten Versuchsreihen zu den Adsorptions- und Elutionsverhal-
ten an den unterschiedlichen Chromatographiematerialien. Hierbei konnte die Wieder-
findung in den meisten Fällen durch die Quantifizierung des Protein-L Elutionspeaks 
erfolgen. Die Entwicklung von analytischen Methoden zur Quantifizierung des Zielpro-
teins stellt einen der wichtigsten Punkte für die Prozessentwicklung dar. Erst mit Vor-
handensein von verlässlichen Methoden zur Quantifizierung des Zielproteins ist eine 
effektive Entwicklung von Prozessschritten möglich. 
Als initialer scFv-Adsorptionsschritt („Capturing“-Schritt) wurde die Mixed-Mode-
Chromatographie (MMC) dem zuvor etablierten Kationenaustauscher (Toyopearl Gi-
gaCap S-650M® (Tosoh Bioscience LLC)) vorgezogen. Verglichen mit dem Kationen-
austauscher war dieses MMC-Material in der Lage, bei identischem pH-Wert, das Ziel-
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protein bei fünfmal höheren Salzgehalten zu adsorbieren. Somit konnte eine Wirtzell-
proteinfällung zwischen dem osmotischen Schock und dem Capturing-Schritt eingefügt 
werden, ohne einen sonst zusätzlich erforderlichen Entsalzungsschritt zu integrieren. 
Nachdem das scFv an der MMC gebunden hatte, konnte im Zuge des Waschschrittes 
eine Reduktion des Salzgehaltes erfolgen, was den anschließenden Einsatz von Ionen-
austauschern ermöglichte. Gerade diese Entsalzung während einer chromatographischen 
Methode stellt ein Novum in der Prozessentwicklung dar und bietet viele Vorteile. In 
diesem Fall konnte dadurch eine 4-fache Verdünnung bzw. eine Diafiltration umgangen 
werden.  
Aufgrund des hohen Fremdproteinanteils beim Beladen der Säule war die reale dynami-
sche Bindekapazität bei identischer Verweilzeit verglichen mit reinem scFv bis zu 
zehnmal geringer. Dies wurde bei der Dimensionierung der Säule berücksichtigt, um 
Verluste zu vermeiden. Der größte Reinigungseffekt in diesem Chromatographieschritt 
kann auf die hohe Bindungsselektivität zurückgeführt werden. Diese Bindungsselektivi-
tät zum Wirtzellproteinanteil war stark vom pH-Wert abhängig und musste gegen eine 
möglichst hohe Wiederfindung zum Zielprotein empirisch ermittelt werden. Das heißt, 
mit Verringerung des Bindungs-pH-Wertes stieg parallel zur Adsorption des scFv auch 
die Adsorptionsrate der Wirtzellproteine überproportional an. Somit konnte bei pH 5,5 
im Durchlauf noch ein Anteil von ca. 5 % an scFv-hu225 nachgewiesen werden. Bei 
pH 5,0 hingegen konnte kein Zielprotein im Durchlauf nachgewiesen werden. Jedoch 
war bei pH 5,0 gleichzeitig der Anteil an Wirtzellprotein im Durchlauf um ca. 70 % 
reduziert. Daraus ergab sich eine hohe Abhängigkeit für den Reinigungsfaktor des 
„Capturing“- Schrittes zum pH-Wert. Bezüglich der Elution war bemerkenswert, dass 
ein kleiner pH-Gradient ausreichte (von pH 7 auf pH 8), um nahezu den gesamten An-
teil an adsorbiertem scFv von der Säule zu lösen. Eine pH-Elution mit captoMMC-
Material stellt somit eine ausgezeichnete verfahrenstechnische Alternative zur allge-
mein gängigen Salz-Elution dar, ohne sich nachteilig auf die Wiederfindung auszuwir-
ken und fand bisher in der Literatur bisher keine Erwähnung. Zusätzlich wurde dieses 
Material bisher nicht für die Verwendung als „Capturing“-Schritt beschrieben. 
 
Die im Anschluss, unter Anwendung eines schwachen Anionenaustauschers, durchge-
führte Abreicherung der Endotoxinkonzentration erfolgte bei identischem Salzgehalt 
und leichter pH-Wert Anpassung. Somit konnte der Elutionspool aus dem „Capturing“-
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Schritt direkt weiter gereinigt werden. Für eine gute Endotoxin-Abreicherung war es 
erforderlich eine lange Verweilzeit anzuwenden. Somit konnte dieser Schritt erst im 
scale-up tatsächlich angepasst werden, da die Flussraten bei kleinen Säulenvolumen für 
die FPLC zu gering wurden. Aus diesem Grund kann davon ausgegangen werden, dass 
der gegenwärtig angewendete pH-Wert von 8,0 noch nicht optimal ist. Bei den gegebe-
nen Bedingungen scheint dieser etwas zu gering und sollte zur Erhöhung der Selektivi-
tät langsam solange erhöht werden, bis das Zielprotein gerade beginnt an der Säule zu 
binden. Dann sollte nicht nur das Endotoxin an dieser Säule adsorbiert werden, sondern 
auch Wirtzellproteinanteile mit einer höheren Nettoladung als das Zielprotein. Da je-
doch das Zielprotein final eine ausreichend hohe Reinheit besitzt und die Hauptaufgabe 
des nAEX die Endotoxin- und DNA-Abreicherung darstellt ist eine Verbesserung der 
Bindungsselektivität für WZP von geringer Relevanz. Unabhängig davon war es mit 
Hilfe dieser Chromatographiemethode möglich, nachweislich die Endotoxinkonzentra-
tion um 99,98% zu senken. Das heißt, der Durchfluss der nAEX Säule erreichte eine 
spezifische Endotoxinkonzentration von 1,3 EU/mg. Diese lag deutlich unter den 
Grenzwert von 5 EU per kg Körpergewicht pro Stunde für intravenöse pharmazeutische 
Wirkstoffe (European Pharmacopoeia 7.0; 2009) und entspricht einen spezifischen 
Grenzwert 5 EU pro mg scFv-hu225.  
 
Für den zweiten zielproteinadsorbierenden Chromatographieschritt – dem „Polishing 
Step“- musste abermals nur der pH-Wert angepasst werden, wodurch diese Chromato-
graphie ebenfalls direkt im Anschluss erfolgen konnte. Hierbei war es für reproduzier-
bare Ergebnisse ebenfalls entscheidend auf welchen pH-Wert in Kombination zur Leit-
fähigkeit die Adsorption erfolgte. Ungewöhnlich für einen „Polishing Step“ konnte, 
aufgrund der effektiven Bindungsselektion, auf eine Trennung während der Elution 
(z.B. mittels linearen Gradienten) verzichtet werden. Dies minimierte den zeitlichen 
Aufwand für diese Methode erheblich, da neben einem langen linearen Gradienten 
hauptsächlich auf eine Analytik der einzelnen Fraktionen verzichtet werden konnte. 
Aufgrund der hohen dynamischen Bindekapazität (> 100 mg/mL) würde theoretisch ein 
Säulenvolumen von 0.005 pro HZDF-Volumen genügen. Bei einer mittleren Verweil-
zeit von ca. 2,5 Minuten müsste jedoch ein sehr geringer Volumenstrom (2 mL/min pro 
LHZDF) eingestellt werden. Dies wiederum würde den Zeitbedarf dieser Chromatogra-
phie erheblich erhöhen. Demzufolge wurde die Dimensionierung der Säule um den Fak-
tor 5 erhöht, was die theoretische Dauer dieser Chromatographie von etwa acht Stunden 
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auf 1,6 Stunden reduzierte. Durch das Tauschen der Pufferkomponente von Phosphat 
auf Acetat während das scFv am Kationenaustauscher adsorbiert war, wurde sicherge-
stellt, dass für den optional folgenden Schritt eine exakte Phosphatkonzentration von 8 
mM eingestellt werden konnte. Für den Fall, dass dieser optionale Hydroxylapatit-
Chromatographie-Schritt nicht Anwendung findet, kann im Acetatpuffer die PEGylie-
rungsreaktion direkt im Anschluss erfolgen. Vom CEX-Elutionspool wurde mit Hilfe 
der Leitfähigkeit die jeweilige Natriumchloridkonzentration im scFv-Elutionspool des 
„Polishing Step“ bestimmt und basierend darauf für die Erfordernisse der Hydroxylapa-
tit-Chromatographie (250 mM) eingestellt. Es zeigte sich jedoch, dass diese Methode 
bei höheren Proteinkonzentrationen ungenau wurde und zu geringe Leitfähigkeiten in 
Bezug auf die reale Salzkonzentration anzeigte. Da jedoch das Phosphat- Natriumchlo-
rid-Verhältnis in Verbindung zum pH entscheidend für die Adsorption bei der Hydro-
xylapatit-Chromatographie ist, sollte zukünftig eine genauere NaCl-Quantifizierungs-
methode ersetzt werden. Alternativ dazu wäre auch die Verwendung eines festen Stu-
fengradienten Erfolg führend, wobei hier eine konkrete Natriumchloridkonzentration 
eingestellt werden sollte (zwischen 250 bis 500 mM). Ggf. kann hierbei auch gleich die 
Phosphatkonzentration von 8 mM einstellt werden. Zu beachten ist jedoch, dass bei die-
sen Bedingungen Präzipitationsereignisse bei zu hohen Konzentrationen an Zielprotein 
auftreten können. Durch einige weitere Versuche kann der Übergang zwischen den bei-
den Chromatographieschritten noch verbessert werden. 
 
Gerade bei sehr geringen Restkonzentrationen an Wirtzellprotein stellt die Verfahrens-
weise einer negativen Chromatographie (Durchflussverfahren) oft die einzig ökono-
misch vertretbare Methode dar, um den Anteil an Wirtzellprotein noch weiter zu redu-
zieren, ohne gleichzeitig relativ hohe Verluste an Zielprotein hinnehmen zu müssen. 
Entscheidend bei der Nutzung von Hydroxylapatit zur Wirtzellproteinbindung war ne-
ben der Phosphat- und Natriumchloridkonzentration auch der pH-Wert. Da Hydroxyla-
patit bei pH-Werten kleiner 6 und Phosphatkonzentrationen kleiner 5 mM zerfällt müs-
sen diese Randbedingungen unbedingt zu jedem Zeitpunkt erfüllt werden, um eine re-
produzierbare Reinigung zu gewährleisten. Zur Erhöhung des Reinigungsfaktors kann 
die Natriumchloridkonzentration, in zukünftigen Versuchen, so lange reduziert werden, 
bis das Zielprotein beginnt an der Säule zu binden. Der Durchfluss dieser Reinigung 
kann direkt für die PEGylierungsreaktion verwendet werden.  
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Durch die gezielte Entwicklung einer ineinander zahnenden Chromatographiekaskade 
kann die Reinigung des scFv-hu225, von der Wirtzellproteinfällung bis zur PEGylie-
rung, theoretisch in weniger als sechs Stunden erfolgen. Vorausgesetzt, dass alle benö-
tigten Säulen für den Prozess vorbereitet sind und mindestens zwei FPLC Systeme zur 
Verfügung stehen kann der gesamte Extraktions- und Reinigungsprozess innerhalb einer 
Schicht durchgeführt werden. Dabei rahmt der Auftauprozess der Biomasse und die 
PEGylierungsreaktion - durchgeführt jeweils über Nacht - diese Reinigung ein.  
Insgesamt konnten über 50 % des produzierten scFv mit über 99 % Reinheit für den 
PEGylierungsprozess bereitgestellt werden, wobei die biologische Bindeaffinität zum 
EGFR nachweislich erhalten blieb. 
4.5 PEGylierung und deren Reinigung 
Die PEGylierung wurde im scale-up unter abweichenden Bedingungen (Pufferkonzent-
ration, pH-Wert und Natriumchloridkonzentration) zu den von Moosmann (2012) ent-
wickelten Verfahren durchgeführt. Dabei konnte gezeigt werden, dass diese Unterschie-
de nur einen geringen Einfluss auf die Ausbeute an mono-PEGylierten scFv hatten. Be-
sonderes der erhöhte Salzgehalt bei der PEGylierung, bedingt durch die 
vorangegangenen chromatographischen Methoden, hatte hierbei keinen messbaren Ein-
fluss. Prinzipiell konnte der PEGylierungs-scale-up bei pH 4 bis pH 7 ohne Ausbeute-
verluste - verglichen zu den analytischen Maßstäben - bei Raumtemperatur durchge-
führt werden. Aufgrund der Blausäureentwicklung bei sauren pH-Werten konzentrierte 
sich die scale-up-Entwicklung der PEGylierung hauptsächlich auf pH Bereiche von 
über pH 5,5. Eine Risikoabschätzung ist bezüglich der Blausäurebildung besonders bei 
sauren pH-Werten und größeren Maßstäben zwingend erforderlich. Gegebenenfalls soll-
ten Schutzmaßnamen umgesetzt werden, um Mensch und Umwelt nicht zu gefährden.  
Die durchgeführten Aminosäure-Sequenzierungen ergaben, dass die Selektivität für den 
N-Terminus, als bevorzugter Reaktionspartner während der PEGylierung, bei neutralen 
pH-Werten nur um 5% verringert wurde. Wichtig für eine vergleichbare Ausbeute von 
bis zu 50 % mono-PEGylierten scFv-hu225 nach 16 bis 20 Stunden war die kontinuier-
liche Durchmischung des Ansatzes während der Reaktion. Da die PEGylierungsreaktion 
bei 20°C langsam abläuft war eine Temperierung bisher nicht notwendig.  
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Um die PEGylierungsreaktion zu stoppen wurden die Reaktionspartner per hydrophober 
Interaktionschromatographie voneinander getrennt. Dabei wirkte die Zugabe von 0,5 M 
Ammoniumsulfat einerseits inhibierend auf die Reaktion und andererseits reduzierte es 
zusammen mit dem zugegebenen Natriumchlorid die ionischen Wechselwirkungen so 
stark, dass sich hydrophobe Interaktionen zwischen der stationären Matrix und den 
PEGylierten Proteinen ausbilden konnten. Hierbei zeigte sich auch, dass die Adsorption 
nicht nur stark vom Salzgehalt abhängig war, sondern auch von der mittleren Verweil-
zeit während der Adsorption. Durch die Verwendung eines gemischten Salzsystems, 
bestehend aus 0,6 M Ammoniumsulfat und 2,1 M Natriumchlorid, für den Proben- und 
Laufpuffer konnte eine hohe Löslichkeit der Zielproteine im PEGylierungsansatz mit 
gleichzeitiger Interaktion an der hydrophoben stationären Matrix erreicht werden. Bei 
der ausschließlichen Verwendung von Natriumchlorid konnte zwar zu keinem Zeitpunkt 
eine Präzipitation der Proteine oder eine Ausbildung eines wässrigen 2-Phasen-Systems 
beobachtet werden, jedoch reichte Natriumchlorid allein kaum aus um ein zufriedenstel-
lendes Adsorptionsverhalten an dem relativ schwach hydrophoben Polypropylenglykol 
(PPG) basierenden HIC-Material zu erreichen. Ein signifikanter Anteil des Zielproteins 
befand sich selbst bei 4 M Natriumchlorid noch im Durchlauf. Im Gegensatz dazu 
konnten bei der Verwendung von Ammoniumsulfat (>1.8 M) gute Adsorptionsergeb-
nisse an der HIC erzielt werden, leider jedoch unter Ausbildung eines wässrigen 2-
Phasen-Systems bzw. von Proteinpräzipitationen (Aussalzung). Diese unterschiedlichen 
Effekte zwischen den Salzen kann sehr gut mit der Hofmeister-Reihe (Abbildung 1-9) 
begründet werden, welche besagt, dass kosmotrope Ionen - wie Sulfat und Ammonium - 
die hydrophoben Wechselwirkungen in wässrigen Lösungen verstärken. Deren Gegen-
spieler stellen chaotrope Ionen dar, welche die hydrophoben Wechselwirkungen in 
wässrigen Lösungen unterdrücken. Da die Ionen vom Natriumchlorid weder besonders 
chaotrope noch kosmotrope Eigenschaften aufweisen kann dieses Salz das Zielprotein 
zwar nicht ausfällen aber auch nicht die Adsorption an schwachen HIC-Materialien be-
sonders erhöhen. Erst durch die Identifikation der optimalen Verhältnisse zwischen den 
beiden Salzarten war es möglich, diesen Reinigungsschritt ohne große Verluste an Ziel-
protein zu etablieren. Dabei stellte sich heraus, dass ein möglichst hoher Gesamtsalz-
gehalt (Ionenstärke) bei gleichzeitig möglichst hoher Konzentration an Ammoniumsul-
fat, ohne dass es zu Präzipitationserscheinungen kommt, die besten Resultate bei der 
Adsorption an der HIC lieferte. Bei den Versuchen mit hydrophoberen Materialien (wie 
Phenyl-, Butyl-, Hexyl- gekoppeltem Chromatographiematerial) konnte gut beobachtet 
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werden wie sich die Adsorptionsleistung erhöhte und gleichzeitig sich die dafür nötige 
Salzkonzentration verringerte. Es musste hierbei jedoch auch festgestellt werden, dass 
besonders die PEGylierten Proteine mit zunehmender Hydrophobizität der stationären 
Matrix nicht mehr durch eine Verringerung des Salzgehaltes von der Säule eluiert wer-
den konnten und somit für den weiteren Prozess verloren gingen.  
Schlussfolgernd kann zur Reinigung des PEGylierungsansatzes mit Hilfe der HIC fest-
gehalten werden, dass diese nur mit relativ schwach hydrophoben Materialien erfolg-
reich umgesetzt werden konnte. Zusätzlich spielte die PEG Kettenlänge, bzw. der PEG 
Anteil, bei der Separierung der einzelnen Produktpopulationen während der Elution, 
unabhängig von der Hydrophobizität der stationären Matrix, eine entscheidende Rolle. 
Im Vergleich konnte das 5 kDa-mono-PEG-scFv vom Reaktionsgemisch deutlich besser 
separiert werden als das 30 kDa PEG Konstrukt. Dies kann auf die maskierende Eigen-
schaft des PEG zurückgeführt werden, welches die ohnehin geringen Unterschiede in 
der Oberflächenladung bzw. in der Hydrophobizität verstärkt maskiert.  
Da die Separierung des mono-PEG-scFv-hu225 mittels HIC nicht vollständig erfolgte, 
musste ein weiterer chromatographischer Schritt Anwendung finden. Dies wurde mittels 
eines schwachen Kationenaustauschers erreicht. Erstmalig im Prozess musste dafür eine 
Diafiltration eingesetzt werden da der Salzgehalt und der pH vom Elutionspool aus der 
HIC deutlich zu hoch waren. Während der Adsorption an dem Ionenaustauscher konnte 
beim 30 kDa PEGylierungsansatz sehr gut beobachtet werden, dass das freie mPEG-
aldehyd im Gegensatz zur HIC nicht an der Säule gebunden wurde und sich somit im 
Durchlauf befand. Die Selektivität während der Stufenelution beim Kationenaustau-
scher konnte durch Verwendung von Arginin anstelle von Natriumchlorid deutlich er-
höht werden. Ähnlich wie bei der HIC konnte auch das 5 kDa-mono-PEG-scFv hier 
besser isoliert und gereinigt werden. Wohingegen das 30 kDa-mono-PEG-scFv nicht 
vollständig vom 30 kDa-di-PEG-scFv-Konstrukt separiert werden konnte. Verglichen 
zur HIC zeigte der Kationenaustauscher einen entgegengesetzten Verlauf in Trennungs-
verhalten.  
Es kann festgehalten werden, dass mit zunehmendem PEGylierungsgrad die Hydro-
phobizität vom Protein ansteigt und gleichzeitig die ionischen Wechselwirkungen redu-
ziert werden. Im Anschluss am Kationenaustauscher musste wiederum eine Dia- bzw. 
Ultrafiltration durchgeführt werden, da die einzelnen Elutionspeaks vom Zielprotein zu 
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sehr verdünnten und gleichzeitig die Konzentration an Arginin zu hoch war, um direkt 
formulieren zu können. 
Abschließend kann festgestellt werden, dass es bei der Reinigung von PEGylierten Pro-
teinen einer Abwägung zwischen Qualität und Quantität bedarf. In dieser hier aufge-
führten Arbeit wurde der Fokus auf eine möglichst hohe Reinheit an mono-PEG-scFv 
gelegt. Insgesamt konnten hierbei zwischen 55 bis 75 % der mono PEGylierten Zielpro-
teinfraktion mit Hilfe der beiden chromatographischen Schritte isoliert werden. Auf-
grund der geringen Unterschiede in den physikochemischen Eigenschaften können die 
verschiedenen Produkte mit zunehmendem PEGylierunggrad immer schwieriger vonei-
nander getrennt werden und sind deshalb für die hohen Schwankungen in der Ausbeute 
zwischen den Produkten verantwortlich. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergeb-
nissen von (Fee & Van Alstine 2006; Veronese & Pasut 2005). Um diese ungenügende 
Ausbeute bei der Trennung der PEGylierten Proteine zu erhöhen sind weitere Versuche 
zur Stabilisierung und Optimierung der Prozessführung erforderlich.  
4.6 Pharmakokinetik und biologische Affinität 
Durch FACS basierende Analysemethoden konnte nachgewiesen werden, dass das ge-
reinigte Zielprotein seine biologische Affinität zu Antigen (EGFR) tragenden Zellen 
(A431) erhalten konnte. Zusätzlich konnte schon durch Moosmann et al. (2012) festge-
stellt werden, dass sich die Affinität an den EGFR mit zunehmendem PEGylierungsgrad 
besonders mit langkettigen PEG reduzierte. Jedoch konnte hierbei auch gezeigt werden, 
dass durch die 5 kDa mono-PEGylierung keine verringerte Affinität im Vergleich zum 
nicht PEGylierten scFv aufwies. Somit kann davon ausgegangen werden, dass durch die 
PEGylierungsreaktion an sich kein negativer Effekt bezüglich der biologischen Affinität 
zum Antigen zu erwarten ist. Ähnliche Ergebnisse lieferten kompetitive Bindungsstu-
dien mit 125Iod markierten EGF an A431 Zellen, welche eine Erhöhung der mittleren 
inhibitorischen Konzentration (IC50) von 5,4 nM für scFv auf 8,0 nM für das 30 kDa-
mono-PEG-scFv zeigten. Eine Erhöhung für das 5 kDa-mono-PEG-scFv konnte hierbei 
nicht gemessen werden. Es ist somit wahrscheinlich, dass durch die Verdoppelung des 
hydrodynamischen Radius, erzeugt durch die 30 kDa PEGylierung, gleichzeitig die Af-
finität für das Antigen reduziert wurde, ähnlich der Affinität zum Ionenaustauscher. 
Diese Beobachtungen gehen konform mit denen von Chapman (2002), dass eine PEGy-
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lierung von Wirkstoffen oft mit einer Verringerung der biologischen Aktivität einher-
geht.  
Die ermittelten in vivo Ergebnisse zur Verlängerung der pharmakologischen Halbwerts-
zeit zeigten deutlich, dass eine 5 kDa PEGylierung nicht ausreichend ist und die physio-
logische Halbwertszeit, verglichen mit dem nativen scFv, nicht verlängern konnte. So-
mit ist der ermittelte hydrodynamische Radius des 5 kDa-mono-PEG-scFv von 3,1 bis 
3,6 nm nicht ausreichend, um die Blut-Harn-Schranke in den Nierenkörperchen (Cor-
pusculum renale) zu überschreiten. Der MWCO für die Niere ist mit 50-70 kDa be-
schrieben und hält somit erst globulären Moleküle mit einen hydrodynamischen Radius 
größer 3,5 bis 4 nm zurück (Weisser & Hall 2009; Batra et al. 2002). Obwohl der hyd-
rodynamische Radius von humanem Serum Albumin (66.5 kDa, pI 4.67) als wichtigstes 
Plasmaprotein mit 3,5 nm ähnlich groß ist, wird dieses von den Nieren aufgrund der 
negativen Nettoladung bei physiologischen pH-Wert von 7,4 größtenteils zurückgehal-
ten. Dieser Effekt ist als Ladungsselektivität beschrieben und entsteht aufgrund der vor-
rangig negativ geladenen Oberflächenproteine innerhalb der Nierenkörperchen. Das 
scFv-hu225 mit einem isoelektrischen Punkt von 7,6 und einen unter physiologischen 
Bedingungen einen isoionischen Punkt von 5.8 ist zwar ebenfalls leicht negativ geladen, 
aber aufgrund der ermittelten Pharmakokinetik kann davon ausgegangen werden, dass 
die Filtration in den Nierenkörperchen ungehindert abläuft.  
Das 30 kDa-mono-PEG-scFv zeigte im Gegensatz dazu, mit einer Verlängerung der 
terminalen Halbwertszeit von 33 Stunden, ein sehr viel besseres pharmakokinetisches 
Verhalten und ist vergleichbar zu den Beschreibungen von Kubetzko et al. (2006). Das 
ermittelte hydrodynamische Volumen war mit etwa 1150 nm³ mehr als sechsmal so 
groß, verglichen mit 5 kDa-mono-PEG-scFv (Tabelle 3-3). Es konnte in den ersten zwei 
Stunden nach Injektion des Wirkstoffes eine initiale Halbwertszeit von 100 Minuten 
ermittelt werden. Dieser Zeitraum zeigt die Verteilung des Wirkstoffes vom Blutkreis-
lauf ausgehend in den restlichen Organismus (z.B. Organe, peripheres Gewebe, Mus-
keln usw.) und ist vergleichbar zwischen verschiedenen Spezies (Yu et al. 2007). Erst 
nachdem sich ein Konzentrationsgleichgewicht im gesamten Organismus eingestellt 
hatte wurde die terminale pharmakologische Halbwertszeit ermittelt. Die pharmakologi-
sche Halbwertszeit im Menschen des kommerziellen monoklonalen IgG1 Cetuximab ist 
mit 70 - 100 h angegeben (Merck KGaA 2004). Dies stellt eine überraschend geringe 
terminale Halbwertszeit für ein IgG1 dar. Normale IgG1 besitzen mit die längsten 
Halbwertszeit en im Blutkreislauf und liegen bei bis zu 30 Tagen. Zum einen besitzen 
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IgGs einen hydrodynamischen Radius von etwa 5,5 nm und werden somit nicht renal 
ausgeschieden und zum anderen, unterliegen IgGs einem Recyclingvorgang welcher 
durch den neonatalen Fc-Rezeptor (Fc-Rn) gesteuert wird (Venturoli & Rippe 2005; 
Suzuki et al. 2010). Somit kann diese relativ geringe terminale Halbwertszeit im Men-
schen nur mit einem Rezeptor vermittelten Abbau oder der chimärern Struktur begrün-
det werden. 
Aufgrund des mehr als zwölf- bis siebzehnmal schnelleren Stoffwechsels von Mäusen 
kann theoretisch eine längere Halbwertszeit für das 30 kDa monoPEGylierten scFv-
hu225 im Menschen angenommen werden (Sharma & McNeill 2009). Gleichzeitig be-
sitzt der scFv keine Fc-Domäne und kann daher auch nicht in vivo durch den neonatalen 
Fc-Rezeptor recycelt werden. Durch allometrische Skalierung kann davon ausgegangen 
werden, dass sich die Halbwertszeit im Menschen verdoppeln kann (Deng et al. 2011). 
Somit kann ein ähnliches pharmakodynamisches Verhalten zwischen dem mono 30 
kDa-PEG-scFv-hu225 und dem IgG1 Cetuximab im Menschen vermutet werden. Vo-
raussetzung für diese Annahme ist jedoch, dass der antigenvermittelte Abbau durch In-
ternalisierung des EGFR (Endozytose) beim PEGylierten scFv-hu225 identisch abläuft 
wie beim Cetuximab (Tabrizi et al. 2006; Vugmeyster et al. 2012). Eine Internalisie-
rung von scFv-hu225 konnte jedoch mittels FACS an A431 Zellen nicht nachgewiesen 
werden (siehe Abbildung 3-27).  
Abgesehen vom Größenunterschied und von der Fc-Domäne ist das IgG auch bivalent, 
da es zwei Antigenbindestellen besitzt. Dies führt zu einer höheren Avidität wenn zwei 
Epitope des EGFR zur Verfügung stehen. Da jedoch der EGFR im unaktivierten Zu-
stand als Monomer vorliegt und somit nur ein Epitop anbietet, kann die höhere Aidität 
nur durch einen benachbarten EGFR-Monomer hervorgerufen werden (Li et al. 2005). 
In diesem Fall würde ein IgG Molekül ausreichen um zwei EGFR-Monomere zu blo-
ckieren. Ist die Bildung eines Cetuximab:(EGFR)2 Komplexes die Regel müsste die 
doppelte Stoffmenge an monovalenten PEG-scFv-hu225 biologisch verfügbar sein, um 
einen identischen pharmakologischen Effekt zu erzielen. Andererseits kann die räumli-
che Nähe der beiden EGFR-Monomere auch einen positiven Effekt auf eine Aktivie-
rung durch den EGF darstellen, da die Bildung eines EGF:EGFR Komplexes zu einer 
Konformationsänderung führt was wiederum die Dimerisierung des Komplexes ermög-
licht. Erst in diesem Zustand gilt der (EGF:EGFR)2 Komplex als vollständig aktiviert 
und überträgt das Wachstumssignal per Phosphorylierung in das Zellinnere (Dawson et 
al. 2005).  
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Insgesamt würden zukünftige pharmakodynamische Versuche mit monoPEGylierten 
scFv-hu225 helfen, die tatsächlich erforderliche therapeutische Dosis zu identifizieren. 
Zusätzlich wären Untersuchungen zur Gewebegängigkeit von Interesse, da generell eine 
geringere Größe für eine bessere Gewebegängigkeit steht. Jedoch ist das hydrodynami-
sche Volumen des 30 kDa-monoPEG-scFv-hu225 fast doppelt so groß wie das des IgG. 
Somit ist anzunehmen, dass sich die Pharmakodynamik verglichen zum IgG nicht ver-
bessert.  
Durch den Vergleich der relativen Differenzen im Molekulargewicht zwischen den the-
oretischen und den per SDS-PAGE ermittelten Werten konnte festgestellt werden, dass 
das 5 kDa-tri-PEG-scFv mit einem Faktor von 1,1 ΔkDa/kDaPEG dieselbe relative Mo-
lekulargewichtserhöhung pro kDa gekoppelten PEG aufwies, wie die der mehr als dop-
pelt so großen 30 kDa PEGyierungsprodukte (siehe Tabelle 3-6). Dies ist ein analyti-
scher Hinweis auf die maskierende Wirkung von PEG zur Umgebung. In diesem kon-
kreten Fall auf die Migration im elektrischen Feld. Das PEG verlangsamt anscheinend 
das durch SDS linearisierte Protein relativ zum Verhältnis des gekoppelten PEG. 
Dadurch ergibt sich eine Differenz zum Molekulargewicht und das PEGylierte Protein 
erscheint größer im Polyacrylamid-Gel. Somit kann angenommen werden, dass das 
PEG-Protein-Verhältnis durch Kopplung von 15 kDa PEG an den scFv-hu225 theore-
tisch optimal wäre. Hierbei würde der Effekt des erhöhten hydrodynamischen Volu-
mens zum Molekulargewicht vom Zielprotein ein Optimum erreichen. Gleichzeitig 
kann davon ausgegangen werden, dass eine 15 kDa PEGylierung ausgereicht, um den 
hydrodynamischen Radius auf über 4 nm zu erhöhen und somit die Halbwertszeit des 
scFv bedeutend zu erhöhen. Zusätzlich ist es wahrscheinlich, dass die Affinität zum An-
tigen (EGFR) erhöht wird verglichen mit den IC50 Werten vom 30 kDa-mono-PEG-
scFv (Moosmann et al. 2012). Durch das Verringern des PEG Anteiles am Zielprotein 
auf ein erforderliches Minimum (Renaler MWCO) sollte die Performance und die 
Handhabung während der chromatographischen Reinigung deutlich verbessert werden. 
Vom wirtschaftlichen Standpunkt her betrachtet macht eine Reduzierung des PEG An-
teils zum Zielprotein ebenfalls Sinn, da die Materialkosten für eine 30 kDa PEGylierung 
erheblich sind (siehe Abbildung 3-39).  
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4.7 Wirtschaftlichkeit und Alternativen 
Durch die Polymermodifikation mittels Polyethylenglykol konnte das hydrodynamische 
Volumen des Zielproteins nachweislich so vergrößert werden, dass die Pharmakokinetik 
essenziell verbessert werden konnte. Der Nachteil der wesentlich geringeren molekula-
ren Masse des scFv verglichen zum IgG konnte damit ausgeglichen werden. Durch die 
folgende Separation konnte mono-PEGyliertes scFv isoliert werden. Zusätzlich wurde 
nachgewiesen, dass sich die biologische Affinität zum Antigen nicht wesentlich ver-
schlechterte. Speziell die 30 kDa PEGylierung mittels Aldehyd Chemie und dessen 
komplizierte Derivatauftrennung reduzierten jedoch - bedingt durch die geringe Aus-
beute - die ökonomische Bilanz erheblich. Vor allem die hohen Rohstoffkosten für das 
aktivierte mPEG-aldehyd schließt die Entwicklung einer Alternative zur eukaryotischen 
Antikörperproduktion und somit eine Verringerung der Behandlungskosten für Patien-
ten in der Krebsimmuntherapie aus.  
Für eine normale Therapiedosis an Cetuximab, welche einem 60 kg schweren Patienten 
verabreicht werden soll, ergibt sich dabei eine erforderliche Stoffmenge von 2,6 µmol. 
Bei einem Marktpreis von gegenwärtig 1344,26 €1 für 500 mg in 100 mL Infusionslö-
sung - was einer Stoffmenge von 3,28 µmol entspricht - kostet eine Dosis ca. 
1100 Euro. Angenommen die bivalente Antigenbindefähigkeit vom IgG hat keinen sig-
nifikanten Effekt auf die pharmakologische Wirksamkeit und die theoretische Halb-
wertszeit vom 30 kDa PEGylierten scFv-hu225 ist im Menschen etwa halb so lang, 
dann entspricht die doppelte Stoffmenge an 30 kDa PEGylierten scFv-hu225 eine thera-
peutische Dosis äquivalent zum Cetuximab (5,2 µmol). Somit würden theoretisch allein 
die direkten Herstellungskosten (Energie, Salze und Reaktanten) für eine pharmazeuti-
sche Dosis ca. 325 Euro betragen. Aufgrund der hohen Kosten für die 30 kDa PEGylie-
rung und der geringen Ausbeute ist somit eine ökonomische Produktion des Wirkstoffes 
zum mono-PEG-Zielprotein durch Aldehyd Chemie gegenwärtig, mit dem in dieser Ar-
beit dargestellten Prozess, nicht gegeben.  
Bei genauerer Betrachtung des Gesamtprozesses kann leicht festgestellt werden, dass 
das eingesetzte 30 kDa mPEG-aldehyd den Hauptanteil (87 %) an den Verbrauchskos-
ten ausmachte. Für einen wirtschaftlich vorteilhaften Prozess muss dieser Kostenanteil 
1                                                     
1
 Marktpreise am 09.05.2017 online ermittelt über folgende Webseiten: http://www.farmamondo.com; 
http://www.medizinfuchs.de  
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deutlich reduziert werden. Da eine Verringerung der PEG-Konzentration mit einer Re-
duzierung der Ausbeute einhergeht, kann hierdurch der Prozess wirtschaftlich optimiert 
werden. Theoretisch liegt das Optimum bei etwa zwei 30 kDa-PEG-Anteilen pro scFv 
wodurch die Ausbeute an mono-PEGylierten Zielprotein auf 34 % fällt. Um den erhöh-
ten Bedarf an scFv zu denken, müsste im Gegenzug zum Beispiel das Fermentations- 
und Säulenvolumen bis zur PEGylierung um 27% erhöht werden. Dem entgegen steht 
ein Drittel Ersparnis an mPEG-aldehyd. Hierbei würden die Verbrauchskosten für den 
Gesamtprozess um bis zu 10 % reduziert. Eine weitere Möglichkeit zur Optimierung 
des PEGylierungsprozesses wäre die Erhöhung der Ausbeute durch eine höhere Reakti-
onstemperatur bzw. eine Verlängerung des Reaktionszeitraumes um den Verlust an 
mPEG-aldehyd zu reduzieren. Ein geringer Anteil an PEG hätte zusätzlich den Vorteil, 
dass die nachfolgende Trennung wesentlich einfacher durchzuführen wäre, da der An-
teil an poly-PEGylierten Zielproteinen wesentlich geringer ausfällt. Allein durch Ver-
wendung von 20 kDa mPEG-aldehyd (anstelle des 30 kDa mPEG-aldehyd) könnte ein 
mono-PEGyliertes Zielprotein etwa 40 % günstiger hergestellt werden. Gleichzeitig 
könnte durch ein Recycling der nicht reagierten scFv-hu225 Fraktion - mit Hilfe chro-
matographischer Verfahren - versucht werden die Verluste zu reduzieren.  
Eine weitere vielversprechende Möglichkeit zur Optimierung könnte ein Diafiltrations-
schritt (mit einem MWCO 30 kDa) direkt nach der PEGylierungsreaktion sein. Damit 
könnten die Salze gemeinsam mit dem Katalysator getrennt und demzufolge könnte der 
schwache Kationenaustauscher-Schritt (wCEX) noch vor der hydrophoben Interaktions-
chromatographie (HIC) angesetzt werden, was wiederum den Diafiltrationsschritt zwi-
schen den beiden Schritten einspart. Gleichzeitig wäre die Performance der HIC besser, 
wenn ein Großteil der Reaktanten, vor allem das mPEG-aldehyd, nicht von der HIC 
zusätzlich adsorbiert werden muss (siehe Abbildung 6-4 im Anhang). 
Für eine pharmazeutische Anwendung bzw. Zulassung des PEGylierten Zielproteins 
könnte auf eine Trennung zwischen den verschiedenen PEGylierungsderivaten verzich-
tet werden, solange die ungerichtete PEGylierung reproduzierbar fest definierte Produk-
te liefert. Somit wäre eine Reinigung nach der PEGylierung nur notwendig, um die Re-
aktanten vom Produkt zu separieren. Unter Anwendung einer NHS-ester basierenden 
PEGylierungschemie könnte die Ausbeute an multi-PEGyliertem Zielprotein unter op-
timalen Bedingungen theoretisch auf nahezu 100 % erhöht werden (Roberts et al. 
2002). Da das PEG-NHS-ester wesentlich reaktiver ist als das mPEG-aldehyd kann so-
mit, in Kombination mit einer Verdoppelung des NHS-PEG Überschusses zum Zielpro-
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tein auf zehn Anteile, eine deutlich höhere Ausbeute angenommen werden (Nojima 
et al. 2009). Unter Annahme, dass mittels NHS-Chemie ein Großteil der 5 kDa-poly-
PEG-scFv mindestens dreifach PEGyliert wird, ist der hydrodynamische Radius so weit 
erhöht, dass eine renale Fitration umgangen werden kann und sich somit die Pharmako-
kinetik ähnlich dem des 30 kDa-mono-PEG-scFv erhöht.  
 
Bei Berücksichtigung dieser Punkte könnte durch eine einfache tangentiale Membran-
filtration (Diafiltration) mit einem hohen MWCO von 30 bis 50 kDa eine Separierung 
der Reaktanten vom poly-PEGylierten Zielprotein ohne große Verluste erfolgen. Somit 
könnte theoretisch die ökonomische Performance des Prozesses erheblich erhöht wer-
den, da die PEGylierung und deren Reinigung keinen negativen Einfluss auf die Ge-
samtausbeute hätten (siehe Abbildung 4-1). Trotz eines 10-fachen Überschusses an PEG-
NHS-ester würden hierbei theoretisch die Material- und Verbrauchskosten zur Herstel-
lung von 35 µmol 5kDa-poly-PEG-scFv-hu225 auf unter 320 € reduziert werden (ver-
gleiche Tabelle 4-1 mit Tabelle 3-9). Die direkten Material- und Verbrauchskosten zur 
Produktion einer äquivalenten Dosis (5,2 µmol) würden um die 50 € liegen. Da zu die-
sen theoretischen Kosten die Fixkosten, sowie die Marge, Entwicklungs- und Investiti-
onskosten als auch die Steuern hinzukämen kann an dieser Stelle nur schwer abge-
 
Abbildung 4-1: Theoretische Kosten von 35 µmol 5kDa-poly-PEG-scFv-hu225 
Produktmenge ist äquivalent zu 1 g scFv bzw. etwa 1,526 g poly-5kDa-PEG-scFv-hu225 
100% entsprechen 316 € ohne Arbeitszeitberechnung 
Annahmen: Stoffmengenverhältnis 5kDa mPEG-NHS-ester zu scFv beträgt 10 zu 1 
Ultrafiltration; 
3,12€; 0,99%
NHS-PEGylierung; 
273,04€; 87%
HZDF; 24,76€; 8%
Extraktion; 
8,39€; 3%
MMC ; 3,62€; 1%
nAEX; 
0,66€; 
0,21%
CEX; 
0,54€; 
0,17%
nCHT; 
1,53€; 
0,49%
scFv 
Produktion; 
12%
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schätzt werden ob eine prokaryotische Wirkstoffproduktion mit anschließender Poly-
mermodifikation wirtschaftlich betrieben werden könnte und somit in der Lage wäre die 
Therapiekosten zu reduzieren. 
 
  
Tabelle 4-1: Theoretische Kosten Übersicht für 35 µmol 5kDa-poly-PEG-scFv 
Schritt Ausbeute1 Zeit2 Volumen3 Kosten 
  µmolscFv h L CV in L Substrat4 Energie5 Gesamt6 
Vorkultur   11,3 0,1 
 
0,09 € 0,36 € 0,46 € 
Batch HZDF   10,0 2,0 
 
1,71 € 4,65 € 6,37 € 
Fed Batch   16,3 2,4 
 
1,61 € 7,99 € 9,60 € 
Induktion   4,1 2,7 
 
6,02 € 2,31 € 8,33 € 
Up Stream 71,4 41,7 2,7 
 
9,44 € 15,32 € 24,76 € 
        
 
      
Extraktion 46,4 1,5 8,9 
 
4,57 € 3,82 € 8,39 € 
MMC 43,3 2,6 5,6 0,27 2,28 € 2,41 € 4,68 € 
nAEX 40,0 3,7 1,2 0,09 0,13 € 0,50 € 0,63 € 
CEX 37,6 1,2 1,0 0,06 0,09 € 0,43 € 0,52 € 
nCHT 36,6 1,2 1,0 0,04 1,08 € 0,44 € 1,52 € 
Downstream 
 
10,1 17,7 
 
8,14 € 7,59 € 15,73 € 
        
 
      
5 kDa NHS- PEGylie-
rung 36,6 16 0,5 
 
272,99 € 0,05 € 273,04 € 
Ultrafiltration 34,8 3,57 3,7 
 
1,31 € 1,81 € 3,12 € 
PEG Modifikation   19,6 4,2 
 
274,30 € 1,86 € 276,16 € 
        
        
 
      
Total 35,1 71,4 24,6 
 
291,88 € 24,77 € 316,65 € 
1
 entspricht einer Gesamtausbeute von 49 % und ist äquivalent zu 1 g scFv-hu225 bzw. zu 
etwa 1,526 g poly-5kDa-PEG-scFv-hu225 
2
 benötigte Zeit zur Produktion, Aufreinigung und Reaktion ohne F&T-Schritt und Vor- und 
Nachbereitung wie CIP, Medienvorbereitung, Auf- und Abbau und Säulen-Äquilibrierung 
3
 extrapolierter Verbrauch an direktem Flüssigkeits- und Puffervolumen während der einzel-
nen Arbeitsschritte (ohne Verbrauch an Kühlflüssigkeit) 
4
 Kosten an Salz und Substrat bezogen auf die direkten Volumen und Stoffmengenanteile (be-
rechnet auf Grundlage der Kostenübersicht (siehe Tabelle 6-5 im Anhang))  
5
 Berechnet aus relativem Energiebedarf bei dreifacher Erwärmung (ΔT = 3x 100°C entspricht 
3x 0,136 kWh/L) und Verdampfung (3x 0,58 kWh/L) des Flüssigkeitsvolumens entspricht der 
Herstellung von destilliertem Wasser, der Sterilisation sowie der Inaktivierung addiert mit den 
jeweiligen Energieein-trag bezogen auf den Zeitraum und das Volumen (1 kWh/L/h) bei 
Stromkosten von 20 Cent pro kWh 
6
 Summe der direkt abhängigen Substrat und Energiekosten ohne Berücksichtigung von Per-
sonalkosten, Investitionskosten und Abschreibung 
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4.8 Zusammenfassung und Schlussfolgerung 
Es konnte mittels eines L-Rhamnose Induktionssystems die periplasmatische Produkti-
on des scFv-hu225 mit geringen Medienkosten innerhalb von 30 Stunden hergestellt 
werden. Aufgrund der hohen volumetrischen Produktivität ist die prokaryotische Pro-
duktion im Vergleich zur eukaryotischen Produktion um ein Vielfaches kostengünstiger 
und kann dazu beitragen die Kosten von pharmazeutischen Proteinen deutlich zu redu-
zieren. Jedoch ist dies nur möglich, wenn die Zielproteine nicht zu kompliziert aufge-
baut sind, da Prokaryoten nicht in der Lage sind sehr große sowie posttranslational mo-
difizierte Proteine herzustellen. Aufgrund der oxidativen Umweltbedingungen war es 
durch die periplasmatische Produktionsstrategie möglich, die nötigen intramolekularen 
Disulfidbindungen auszubilden.  
Eine zeitliche und räumliche Trennung zwischen der Produktion und der Reinigung 
konnte mittels eines „Freeze & Thaw“ Schrittes erreicht werden. Durch die Kombinati-
on des Auftauschrittes mit dem osmotischen Schock, verbunden mit der Wirtzellpro-
teinfällung, konnten reproduzierbar hohe Produktausbeuten von bis zu 70 % erzielt 
werden. Durch die anschließende Chromatographiekaskade bestehend aus zwei ortho-
gonalen Schritten und ein bis zwei im Durchflussverfahren betriebenen Chromatogra-
phieschritten, konnten die Verunreinigungen (Wirtzellproteine, Endotoxine) weitestge-
hend vom Zielprotein separiert werden. Der gesamte Extraktions- und Reinigungspro-
zess konnte innerhalb eines Tages bei geringen Verbrauchskosten erfolgen. Diese 
schnelle und ökonomische Reinigung des scFv-hu225 konnte durch ineinandergreifende 
Chromatographieschritte mit einfachen Stufengradienten so etabliert werden, dass we-
der zeitaufwendige Diafiltrationsschitte zur Umpufferung noch eine Analytik der Frak-
tionen erforderlich waren.  
Es muss jedoch erwähnt werden, dass das entsprechende scFv-Konstrukt noch immer 
einen c-Myc sowie einen poly-His Tag besitzt. Diese wurden für einfache antikörperba-
sierende Nachweismethoden herangezogen. Für eine Reinigung eines scFv-Konstruktes 
ohne tags müssen die einzelnen Chromatographieschritte angepasst werden, um den 
Unterschieden in den physikochemischen Eigenschaften genüge zu tragen. Ob die Aus-
beute und die Reinigungsleistung bei dieser Anpassung aufrechterhalten werden kön-
nen, konnte bisher nicht untersucht werden.  
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Durch die Etablierung einer ungerichteten PEGylierungsmethode - mittels Aldehyd 
Chemie - konnte an etwa die Hälfte des hergestellten scFv mindestens eine Polyethyl-
englykolkette gekoppelt werden. Hierbei wurden 5 kDa mit 30 kDa mPEG-aldehyd 
miteinander verglichen. In der Reaktion an sich konnten keine signifikanten Unter-
schiede festgestellt werden. Bei den Separationsprozessen hingegen konnten sehr wohl 
deutliche Unterschiede, im Adsorptionsverhalten sowie in der Ausbeute, zwischen den 
PEG Kettenlängen festgestellt werden. Gerade die aufgetretenen Schwierigkeiten wäh-
rend der chromatographischen Trennung von PEGylierten Proteinen verdeutlichen die 
Notwendigkeit einer verstärkten Entwicklung von speziellen chromatographischen Ma-
terialien seitens der Industrie.  
Letztendlich konnte durch diese Arbeit ein effektiver, kostengünstiger und GMP kon-
former Prozess entwickelt werden, um pharmazeutisch relevantes Protein aus prokaryo-
tischer Produktion zur PEGylierung bereitzustellen. Dieses PEGylierte Protein wiede-
rum kann verwendet werden, um die Entwicklung von Trennverfahren und -materialien 
für polymermodifizierte Proteine voranzubringen.  
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Tabelle 6-1: Escherichia coli BL21 (DE3) rha- F´ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm  
Abkürzung Beschreibung Folge 
BL21 Natürliches Fehlen der Ion Protease 
Verringerte Proteaseaktivität im Zy-
toplasma 
DE3 
Träger des λ Prophage 
inklusive der T7 RNA Po-
lymerase Gene und des 
lacI Promotors; Abgeleitet 
von B834 
Kann mithilfe von T7-Promotor Ex-
pressions-Systemen induziert werden 
rha- Blockierter Rhamnose Me-
tabolismus 
Nicht in der Lage Rhamnose zur 
Energiegewinnung zu verstoffwech-
seln 
F´ Wirt besitzt das F' Episom 
Notwendig zur Infektion mit M13 
Phagen (Vektoren); kann F-Pili aus-
bilden und horizontalen Gentransfer 
ausführen 
ompT 
Mutation im äußeren 
Membran Protein: Pro-
tease VII 
Reduzierte Proteolyse im periplasma-
tischen Raum 
hsdS (rB- m B-) 
Inaktivierung der Eco -
spezifischen Wiederken-
nungs-Aktivität 
Beseitigt Eco - spezifische Beschrän-
kung der Methylierung und verein-
facht dadurch die Transformation 
gal Mutation im Galactose Metabolismus 
Nicht in der Lage Galactose zur 
Energiegewinnung zu Verstoffwech-
seln 
dcm 
Blockiert die Cytosin ab-
hängige Methylierung me-
thylation an zweiten C der 
Sequenz CCWGG 
Macht die DNA empfänglich für ei-
nige Restriktionsenzyme 
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Tabelle 6-2: Makromolekulare Zusammensetzung von E.coli B/r Zellena 
Komponente BTM Masse Moleküle pro Zelle Mol. Gewicht 
Anzahl 
der  
Arten 
 % fg/Zelle  g/mol  
16S rRNA  15,5 18.700 500.000 1 
23S rRNA  31 18.700 1000.000 1 
5S rRNA  1,2 18.700 39.000 1 
tRNA  8,2 198.000 25.000 60 
mRNA  2,3 1.380 1.000.000 600 
RNA (gesamt) 20,5 58 255.480   
      
DNA 3,1 8,8 2,1 2.500.000.000 1 
Glycogen 2,5 7,1 4.300 1.000.000 1 
Peptidogylcan 2,5 7,1 1 (904)n 1 
Lipid 9,1 25,9 22.000.000 705  
LPS 3,4 9,7 1.430.000 4.070  
Methabolites, 
Cofaktoren, Ionen 3,5 9,9   800+ 
      
Putrescin  0,83 5.600.000 88 1 
Spermidine  0,27 1.100.000 145 1 
Polyamine  
(gesamt) 0,4 1,1    
      
periplamatische  
Proteineb  10,0 150.000 40.000 50 
Membranprotineb  79,7 1.200.000 40.000 250 
Zytoplamaproteineb  66,4 1.050.000 40.000 1.550 
Proteine (gesamt) 55 156 2.350.000 40.000 1.850 
(scFv-hu225)c  (6,8) (150.000) (28.500) (1) 
      
E. coli BTM 100 283,6    
      
72 % Wasseranteil  729,3    
Gewicht  
von E. coli  1.013    
a
 Wachstum der Zellen bei 37 °C mit einer Verdopplungsrate von 40 min; Daten hauptsäch-
lich entnommen aus Neidhardt, FC et al. (1996) Escherichia coli and Salmonella typhimuri-
um: Cellular and Molecular Biology 2nd ed. (ASM Press, Washington, DC) 
b
 Werte berechnet und interpoliert durch Annahme einer mittleren Molekulargewichtsvertei-
lung von 40 kDa und aufgrund von Daten aus Proteom-Datenbanken (www.eecoli.kaist.ac.kr 
und http://www.expasy.org) 
c
 In dieser Arbeit ermittelter maximaler scFv-hu225 Anteil ist nicht in Berechnung der Zu-
sammensetzung berücksichtigt und ist deshalb in Klammern dargestellt, Werte dienen ledig-
lich zum Verständnis 
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Tabelle 6-3: Übersicht der IEF Standardproteine 
Protein Standard (GE) Rf pI 
Amyloglucosidase 0,08 3,5 
Glucose oxidase 0,22 4,2 
Soybean trypsin inhibitor 0,27 4,5 
beta-Lactoglobulin A 0,41 5,3 
Carbonic anhydrase B 0,50 5,9 
Carbonic anhydrase B 0,61 6,6 
Myoglobin horse 0,69 6,9 
Myoglobin horse 0,74 7,4 
lentil Lectin 0,78 7,8 
lentil Lectin 0,80 8,0 
lentil Lectin 0,81 8,3 
Trypsinogen 0,86 9,5 
Cytochrome C 0,90 10,7 
Rf: Kennzeichnet die ermittelte relative Migrationsposition 
pI: zeigt den jeweiligen isoelektrischen Punkt 
Tabelle 6-4: Übersicht der SEC Standardproteine 
Protein Standard  Retentionszeit in Puffer aRh 
(BioRad®) kDa Phosphat-NaCl HEPES-NaCl nm 
Thyroglobulin 670 4,99 6,33 7,2 
γ- globulin 158 6,73 6,93 4,4 
Ovalbumin 44 7,97 7,75 2,9 
Myoglobin 17 8,77 8,44 2,1 
Vitamin B12 1,35 10,17 9,43 0,9 
a
 theoretischer hydrodynamischer Radius berechnet nach Hagel 
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Abbildung 6-1: Plasmidkarte von pWA21_509  
Erstellt mit SerialCloner Vers. 2.6.1 
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Nukleotidsequenz von pWA-21_509: 
 
 
TAATACGACTCACTATAGGGCAATTGCGATCACCACAATTCAGCAAATTGTGAACATCATCACGTTCATCTTTCCCTGGT  80 
TGCCAATGGCCCATTTTCCTGTCAGTAACGAGAAGGTCGCGAATTCAGGCGCTTTTTAGACTGGTCGTAGGGAGACCACA  160 
ACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTCTTAAGAAGGAGATATACATATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATT  240 
GTTATTACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCGGAAGTGCAGCTGGTTGAAAGCGGCGGTGGTCTGGTTCAGCCGGGTGGCA  320 
GCCTGCGTCTGAGCTGTGCGGCGAGCGGCTTTAGCCTGACCAACTATGGCGTGCATTGGGTGCGTCAGGCACCGGGCAAA  400 
GGCCTGGAATGGCTGGGCGTGATTTGGAGCGGCGGCAACACCGATTATAACACCCCGTTTACCAGCCGTTTTACCATTAG  480 
CCGTGATAACAGCAAAAACACCCTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATACCGCGGTGTATTATTGCGCGC  560 
GTGCGCTGACCTATTATGATTACGAATTTGCGTATTGGGGCCAGGGCACCACCGTTACGGTCTCGAGCGGTGGCGGTGGT  640 
AGCGGTGGTGGCGGCTCTGGCGGTGGTGGATCCGATATTCAGCTGACCCAGAGCCCGAGCTTTCTGAGCGCGAGCGTGGG  720 
CGATCGTGTTACCATTACCTGTCGTGCAAGCCAGAGCATTGGCACCAACATTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGCAAAG  800 
CGCCGAAACTGCTGATTAAATATGCGAGCGAAAGCATTAGCGGCGTGCCGAGCCGTTTTAGCGGCAGCGGTAGCGGCACC  880 
GAATTTACCCTGACCATTAGCAGCCTGCAGCCGGAAGATTTTGCGACCTATTATTGCCAGCAGAACAACAACTGGCCGAC  960 
CACCTTTGGTGCGGGCACCAAACTGGAAATTAAACGTGCGGCCGCAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATG 1040 
GGGCCGCACATCACCATCATCACCATTAATAAGAATTCACTGGCCGTAAGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATT 1120 
TTCAGCCTGATACAGATTAAATCAGAACGCAGAAGCGGTCTGATAAAACAGAATTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGT 1200 
CCCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTAG 1280 
GGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAA 1360 
CGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGAC 1440 
GCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCTACAAACTCTT 1520 
TTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAA 1600 
AAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCT 1680 
CACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAA 1760 
CAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCG 1840 
CGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTAC 1920 
TCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAA 2000 
CACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATG 2080 
TAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCA 2160 
ATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGA 2240 
GGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTG 2320 
AGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGG 2400 
AGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGA 2480 
CCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTG 2560 
ATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCT 2640 
TCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCC 2720 
GGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGT 2800 
AGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCT 2880 
GCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTG 2960 
AACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAG 3040 
AAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGG 3120 
GAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTG 3200 
ATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTT 3280 
TTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCT 3360 
CGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTAC 3440 
GCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTA 3520 
TACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGC 3600 
TTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCAT 3680 
CACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAAGCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCC 3760 
GCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTTAATGTCTGGCTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTC 3840 
CTGTTTGGTCACTTGATGCCTCCGTGTAAGGGGGAATTTCTGTTCATGGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGAGGAT 3920 
GCTCACGATACGGGTTACTGATGATGAACATGCCCGGTTACTGGAACGTTGTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGC 4000 
GGCGGGACCAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACAGATGTAGGTGTTCCACAGGGTAGCCAG 4080 
CAGCATCCTGCGATGCAGATCCGGAACATAATGGTGCAGGGCGCTGACTTCCGCGTTTCCAGACTTTACGAAACACGGAA 4160 
ACCGAAGACCATTCATGTTGTTGCTCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTCACGTTCGCTCGCGTATCGGTG 4240 
ATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGCCTAGCCGGGTCCTCAACGACAGGAGCACGATCATGCGCACCCGT 4320 
GGCCAGGACCCAACGCTGCCCGAGATGCGCCGCGTGCGGCTGCTGGAGATGGCGGACGCGATGGATATGTTCTGCCAAGG 4400 
GTTGGTTTGCGCATTCACAGTTCTCCGCAAGAATTGATTGGCTCCAATTCTTGGAGTGGTGAATCCGTTAGCGAGGTGCC 4480 
GCCGGCTTCCATTCAGGTCGAGGTGGCCCGGCTCCATGCACCGCGACGCAACGCGGGGAGGCAGACAAGGTATAGGGCGG 4560 
CGCCTACAATCCATGCCAACCCGTTCCATGTGCTCGCCGAGGCGGCATAAATCGCCGTGACGATCAGCGGTCCAGTGATC 4640 
GAAGTTAGGCTGGTAAGAGCCGCGAGCGATCCTTGAAGCTGTCCCTGATGGTCGTCATCTACCTGCCTGGACAGCATGGC 4720 
CTGCAACGCGGGCATCCCGATGCCGCCGGAAGCGAGAAGAATCATAATGGGGAAGGCCATCCAGCCTCGCGTCGCGAACG 4800 
CCAGCAAGACGTAGCCCAGCGCGTCGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGA 4880 
CCAGTGACGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCG 4960 
AAAGCGGTCCTCGCCGAAAATGACCCAGAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAA 5040 
GTGCGGCGACGATAGTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCGGTCGACGC 5120 
TCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGG 5200 
TGCATGCTCGATGGCTACGAGGGCAGACAGTAAGTGGATTTACCATAATCCCTTAATTGTACGCACCGCTAAAACGCGTT 5280 
CAGCGCGATCACGGCAGCAGACAGGTAAAAATGGCAACAAACCACCCTAAAAACTGCGCGATCGCGCCTGATAAATTTTA 5360 
ACCGTATGAATACCTATGCAACCAGAGGGTACAGGCCACATTACCCCCACTTAATCCACTGAAGCTGCCATTTTTCATGG 5440 
TTTCACCATCCCAGCGAAGGGCCATGCATGCATCGAAATTAATACGACGAAAT                            5493 
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Aminosäuresequenz von scFv-hu225: 
 
 
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFS  50 
LTNYGVHWVRQAPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRFTISRDNSKNTL 100 
YLQMNSLRAEDTAVYYCARALTYYDYEFAYWGQGTTVTVSSGGGGSGGGG 150 
SGGGGSDIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQSIGTNIHWYQQKPGKAP 200 
KLLIKYASESISGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQNNNW 250 
PTTFGAGTKLEIKRAAAEQKLISEEDLNGAAHHHHHH              287 
 
 
 
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA = pelB Leadersequence 
 
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSLTNYGVHWVRQAPGKGLEWLGV 
IWSGGNTDYNTPFTSRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARALT 
YYDYEFAYWGQGTTVTVS =VH (CDR Region) 
 
SGGGGSGGGGSGGGGS =Serin Gylcin Linker 
 
DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQSIGTNIHWYQQKPGKAPKLLIKY 
ASESISGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQNNNWPTTFGA 
GTKLEIKRAAA =VL (CDR Region) 
 
EQKLISEEDL cMyc-Tag 
 
HHHHHH poly His-Tag 
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Abbildung 6-2: Modellierung des scFv-hu225 in verschiedenen Perspektiven 
Dargestellt ist dunkelblau die VH-Kette wobei hellblau für die CDR steht, grün ist die VL-Kette 
wobei hellgrün ebenfalls für die CDR steht. Beide Ketten sind mit dem Linker (rot) verbunden 
wobei der C-Terminus durch c-Myc und der polyHIS Tag (violett) gebildet wird. Der N-
Terminus ist orange und die Lysine sind weiß dargestellt.(Dargestellt durch Molegro® 
Molecular Viewer vers. 2.5; Strukturberechnung erfolgte mit swissmodel.expasy.org) 
 
Ansicht auf CDR = Oben 
 
Vorn 
 
Rechts 
 
Links 
 
Unten 
 
Hinten 
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Tabelle 6-5: Kostenübersicht der verwendeten Substanzen 
Substanz Lieferant Qualität Menge Preis in € €/g 
NaCl Roth p.a. 25 kg 115,00€ 0,005 
(NH4)2SO4 Roth p.a. 25 kg 298,50€ 0,012 
(NH4)2H-Citrat Roth p.a. 2,5 kg 132,00€ 0,053 
Na2SO4 Roth p.a. 25 kg 298,50€ 0,012 
NH4Cl Roth p.a. 25 kg 148,50€ 0,006 
K2HPO4 Roth p.a. 25 kg 615,00€ 0,025 
NaH2PO4 * H2O Roth p.a. 25 kg 429,00€ 0,017 
Na2HPO4*2 H2O Roth p.a. 5 kg 115,00€ 0,023 
Glukose * H2O Roth p.a. 25 kg 129,00€ 0,005 
Sucrose Roth p.a. 25 kg 151,00€ 0,006 
MgSO4 * 7 H2O Roth p.a. 25 kg 256,50€ 0,010 
Thiamin Roth p.a. 0,1 kg 33,50€ 0,335 
Ampicillin Roth p.a. 0,25 kg 207,60€ 0,830 
(NH4)2HPO4 Roth reinst 5 kg 77,50€ 0,016 
Hefe Extrakt Roth p.a. 5 kg 399,00€ 0,080 
Rhamnose Genaxxon p.a. 1 kg 462,70€ 0,463 
NaOH Roth p.a. 25 kg 156,00€ 0,006 
CaCl2 * 2 H2O Roth p.a. 2,5 kg 39,90€ 0,016 
FeCl3 * 6 H2O Roth p.a. 25 kg 650,00€ 0,026 
Na2-EDTA Roth p.a. 25 kg 471,00€ 0,019 
ZnSO4 * 7 H2O Roth p.a. 5 kg 149,00€ 0,030 
MnSO4 * H2O Roth p.a. 2,5 kg 55,15€ 0,022 
CuSO4 * 5 H2O Roth p.a. 25 kg 179,00€ 0,007 
CoCl2 * 6 H2O Roth p.a. 0,25 kg 75,90€ 0,304 
Azid Roth p.a. 0,5 kg 80,65€ 0,161 
Na-Citrat Roth p.a. 1 kg 43,20€ 0,043 
Tween®20 Roth p.a. 2,5 kg 51,75€ 0,021 
Natrium-Acetat Roth p.a. 25 kg 195,00€ 0,008 
Eisessig Roth p.a. 10 L 95,90€ 0,010 
HEPES Roth p.a. 5 kg 690,00€ 0,138 
Arginin Roth CELLPURE 0,5 kg 50,40€ 0,101 
Natriumcyanoborhydrid Merck p.a. 0,025 kg 115,00€ 4,600 
30 kDa mPEGaldehyd NOF  0,01 kg 1430,00€ 143,00 
5 kDa mPEGaldehyd NOF  0,01 kg 1190,00€ 119,00 
5 kDa mPEG-NHS-ester NOF  0,01 kg 1490,00€ 149,00 
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Abbildung 6-3: PEGylierung und Deri-
vatreinigungsprozess 
Übersicht der notwendigen Arbeitsschritte 
zur Aufreinigung des scFv-hu225 angeord-
net im zeitlichen Ablauf. 
Lagerung
(Lyophilisation)
UF/DF und Formulierung
Querstrommembranfiltration
zweite PEG-scFv Adsorption
wCEX
UF/DF
Querstrommembranfiltration
erste PEG-scFv Adsorption
HIC
Polymermodifikation
PEGylierung
scFv Produktion und Reinigung
 
Abbildung 6-4: Alternativer PEGylierung 
und Derivatreinigungsprozess 
Übersicht der notwendigen Arbeitsschritte 
zur Aufreinigung des scFv-hu225 angeordnet 
im zeitlichen Ablauf. 
Lagerung
(Lyophilisation)
UF/DF und Formulierung
Querstrommembranfiltration
zweite PEG-scFv Adsorption
HIC
erste PEG-scFv Adsorption
wCEX
UF/DF
Querstrommembranfiltration
Polymermodifikation
PEGylierung
scFv Produktion und Reinigung
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